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 ＜序論＞ 

 

正確な場所への細胞移動は、胚形成、軸索ガイダンス、免疫応答や組織修復と

いった様々な生物学的過程を支える重要な生命現象である。細胞が正確に移動

するためには、細胞と細胞外微小環境間の相互作用が重要であり、そのメカニズ

ムが近年、明らかになりつつある。例えば、ショウジョウバエのボーダー細胞ク

ラスターは細胞外基質との接着により、細胞が動く為に必要な牽引力を強め卵

母細胞へと移動する (Cai et al., 2014)。大脳新皮質の興奮性神経細胞は、中間帯

の下方において、免疫グロブリンスーパーファミリーに属する TAG-1を介した、

未成熟な突起とパイオニア軸索間の接着により、パイオニア軸索の走行方向へ

軸索を伸長させる (Namba et al., 2014)。このように細胞が細胞の足場にある化学

物質を認識することで、細胞運動を活性化し、方向性を持った移動を示す性質を

走触性 (Haptotaxis)という (Carter et al., 1967)。 

ラット海馬神経細胞は高度に極性化した細胞であり、複数の樹状突起と一本

の軸索を形成する。軸索及び樹状突起の形成を含むラット培養海馬神経細胞の

発生過程は、5つの Stageに分類することができる (Dotti et al., 1988)。まず、始

めにラット培養海馬神経細胞は、細胞体の辺縁にラメリポディアを形成する 

(Stage1)。続いて、ラメリポディアから複数の未成熟な突起 (マイナープロセス)

が形成される (Stage2)。その後、一つのマイナープロセスが急激に伸長し軸索に

分化する (Stage3)。続いて、軸索を除くその他複数の突起が伸長して樹状突起へ

分化する (Stage4)。最終段階として、神経細胞は、細胞体、樹状突起及び軸索に

おいてシナプスを形成して成熟する (Stage5) (Dotti et al., 1988)。このように、ラ

ット培養海馬神経細胞は多段階の発生過程を経て、特徴的な形態を獲得する。更

に、海馬神経細胞は、軸索を標的細胞へ投射することで、記憶、学習、空間把握

などの機能を発現するための、神経回路を構築する。神経回路を形成するために

は、軸索は正しい経路を移動するようにガイダンス制御を受ける必要がある。 

軸索は、走化性 (Chemotaxis)及び走触性 (Haptotaxis)によるガイダンス制御を

受ける (Lowery et al, 2009)。走化性による軸索ガイダンス制御とは、軸索ガイダ

ンス分子が細胞外に分泌され、拡散することで軸索を誘引、もしくは反発し、標

的細胞へと導く機構である。誘引活性を示す軸索ガイダンス分子の一つとして

Netrin、その受容体として Deleted in Colorectal Cancer (DCC)が同定されている 

(Cirulli et al., 2007)。軸索伸長を促進する分子として、Shootin1aが報告されてい

る。Shootin1a は脳に特異的に発現するクラッチ分子であり、アクチン線維と細

胞接着分子 L1-CAM 間を連結する事で、成長円錐が移動する為に必要な牽引力

を生み出す (Toriyama et al., 2006 ; Shimada et al., 2008 ; Higashiguchi et al., 2016)。
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Netrin-1 は成長円錐に作用することで、クラッチ分子 Shootin1a のリン酸化を促

進する (Toriyama et al., 2013)。リン酸化 Shootin1aは、Cortactinとの相互作用を

強めることで、アクチン線維と L1-CAM 間の連結を強化し、軸索伸長の為の牽

引力を生み出す (Kubo et al., 2015)。反発活性を示す軸索ガイダンス分子の一つ

として Semaphorin、またその受容体に Neuropilin、Plexinがある。Semaphorin3A

は Neuropilin/PlexinA複合体を介して、Cofilin 活性を制御し、アクチン線維に影

響を与えることで、軸索の反発活性を誘導すると考えられている (Huber et al., 

2003)。 

一方で、走触性による軸索ガイダンス制御は、成長円錐とその足場に局在する

化学物質間の接触を介して、成長円錐の運動性を制御し、軸索を正しい方向へと

導く機構である。走触性を制御する細胞外基質タンパク質の一つとしてラミニ

ンが知られている (Dertinger et al., 2002)。ラミニンとポリリジンが交互に並んだ

基質上に神経細胞を培養した場合、神経細胞のマイナープロセスが、ラミニンと

接触すると、ラミニンが局在する方向へ軸索が形成される (Esch et al., 1999)。ま

た、ゼブラフィッシュの網膜神経節細胞の軸索は、ラミニンと接触することで、

基底膜方向へ伸長する (Randlett et al., 2011)。このように、ラミニンは成長円錐

の走触性を制御して軸索を誘導する。しかしながら、ラミニンによる走触性の制

御を介した軸索ガイダンスのメカニズムの理解は進んでいない。 

軸索伸長及び軸索ガイダンスにおいて、牽引力は重要な要素であると考えら

れている。例えば、未成熟な神経突起をガラス針で引張ると、その突起が特異的

に長く伸長し、軸索となるという報告がある (Lamoureux et al., 2002)。また、軸

索ガイダンス分子 Netrin は、Shootin1a のリン酸化を促進し、Cortactin との連結

を強めることで、成長円錐の生み出す牽引力を増強し、軸索伸長を促進する 

(Toriyama et al., 2013 ; Kubo et al., 2015)。更に、成長円錐に局在する N-cadherinは

その足場に局在する N-cadherinとホモフィリックに相互作用することで、α及び

β-catenin を介して、アクチン線維の運動エネルギーを基質に伝えることが知ら

れている (Garcia et al., 2015)。成長円錐が牽引力を発生させるためには、アクチ

ン線維の逆行性移動によって生み出される運動エネルギーを足場に伝えること

が必要であり、細胞接着分子を介した成長円錐と細胞外基質間の接着が重要で

あると考えられる。 

ラミニンは、マウス EHS (Engelbreth-Holm-Swarm)肉腫から単離された基底膜

の主要な構成成分で (Timpl et al., 1979)、細胞接着、移動、分化に重要な役割を

はたす (Cell Biology of Extracellular Matrix Second Editon, 1991)。ラミニンは、α、

β、γ鎖から構成され、十字形のヘテロ 3量体構造を形成する分子量約 900kDaの

巨大な糖タンパク質である。ラミニンは胚生期の脳において、海馬錐体細胞層、

大脳皮質の脳室帯、及び髄膜等に局在している (Chen et al., 2003 ; Lathia et al., 
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2007)。ラミニン γ1をノックアウトしたマウスでは、脳梁の軸索の一部が正中を

越えずに、大脳皮質の分子層方向へ異所的な投射を示すというガイダンス異常

の表現型が確認されており、ラミニンが軸索ガイダンスを制御することが示唆

されている (Chen et al., 2009)。 

細胞接着分子 L1-CAMは、一回膜貫通型のタンパク質であり、6つの免疫グロ

ブリン様ドメインと 5つのファイブロネクチンⅢドメインから構成される。L1-

CAM は、神経細胞の成長円錐に局在し、軸索形成を促進する (Lemmon et al., 

1989)。また、本研究室で同定された Shootin1a (Toriyama et al., 2006) は、成長円

錐において逆行性移動を示すアクチン線維を L1-CAM を介して細胞外基質へ連

結することで、軸索が伸長する為の牽引力を発生させ軸索を誘導する (Shimada 

et al., 2008)。成長円錐の L1-CAMは、細胞外でラミニンと結合する (Hall et al., 

1997)。この分子間相互作用により、成長円錐内で生み出される運動エネルギー

が細胞外基質に伝わり、牽引力が発生すると考えられる。 

L1-CAM における遺伝子変異は、L1 症候群と呼ばれる遺伝子疾患の発症の原

因となると考えられている (Patzke et al., 2016)。L1症候群は、X連鎖劣性遺伝病

であり、罹患者は、左右の大脳半球を連結する軸索から構成される脳梁の形成不

全、水頭症、下半身麻痺、内転母子、精神遅滞といった症状を示す (Fransen et al., 

1997 ; Kamiguchi et al., 1998)。L1-CAM mutationのデータベースでは、L1-CAM遺

伝子における塩基の欠失や挿入、重複、ミスセンス及びナンセンス変異、スプラ

イシング異常などの変異の種類と、それによって発症する症状に関する知見が

蓄積されている (Yvonne Vos, University Medical Center Groningen, The Netherlands)。

L1-CAM は一回膜貫通型の膜タンパク質であるが、特に細胞外基質と直接相互

作用し、細胞接着に重要な機能を持つ細胞外ドメインにおける変異が、重篤な症

状を引き起こすと考えられている (Cheng et al., 2004)。L1症候群患者において、

脳梁及び皮質脊髄路の低形成が観察されている (Welniarz et al., 2016)。更に、L1-

CAMノックアウトマウスの皮質脊髄路において、異常な錐体交叉が観察されて

いる (Cohen et al., 1998)ことから、L1-CAMを介した走触性制御の欠損による軸

索ガイダンス異常が、L1症候群の発症に関与している可能性が考えられる。 

以上の知見から、ラミニンによる走触性制御を介した軸索ガイダンスにおい

て、成長円錐がラミニンと接すると、成長円錐の L1-CAM とラミニン間が連結

することで強い牽引力が発生し、ラミニンが局在する方向へ軸索がガイダンス

されるというメカニズムの関与が考えられる。更に、ラミニンによる L1-CAMを

介した走触性制御機構の障害が、L1 症候群発症の原因となる可能性がある。本

研究では、実験的手法、数理モデルを用いて、ラミニンによる走触性制御を介し

た軸索ガイダンス及びL1症候群発症の分子メカニズムを明らかにすることを目

指した。 
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＜材料と方法＞ 

 

1) 細胞培養 

・海馬神経細胞の初代培養 

胎生 18日目のラット (日本 SLC、日本クレア)の全脳を取り出し、グルコース

溶液 (0.4% Glucoseを含む PBS (pH 7.4，GIBCO))中に回収した。その後、実体顕

微鏡 (Nikon C-DS、C-BD115)下で、海馬を採取し、Solution A+溶液 (0.18% Glucose，

0.1% BSA (Sigma)，0.0012% DNase (Sigma)，0.05% Papain (ナカライ) を含む PBS 

pH 7.4)中に回収した。20 分間、37℃でインキュベートした後、Solution A-溶液 

(0.18% Glucose，0.1% BSA，0.0012% DNaseを含む PBS pH 7.4)に置換し、パスツ

ールを用いてピペッティングにより細胞を解離した。その後、20 分間、37℃の

条件でインキュベートし、パスツールを用いて溶液中のゲノムDNAを絡め取り、

除去した。4℃、3000rpm、3分間の条件で、遠心し、上清を除去した後、PBSを

5ml 加え懸濁した。懸濁した神経細胞を含む PBS 溶液 10μl にトリパンブルー 

(Nacalai tesque) 10μl を加え、血球計算盤 (PerkinElmer)を用い細胞数をカウント

した。続いて、4℃、3000rpm、3分間の条件で遠心し、細胞を回収した。その後、

遺伝子導入する場合は、エレクトロポレーション法により各種プラスミドを海

馬神経細胞へ導入した。10% FBS (Gibco)を含む Neurobasal培地 (Gibco)を細胞に

加え、適切な細胞数へ調製し、37℃で 3時間培養した。その後、2% B-27 Supplement 

(Gibco)、1mM Glutamine (Nacalai tesque)、1% Penicillin Streptomycin Mixed Solution 

(Nacalai tesque)を含む Neurobasal培地へ置換し、37℃で培養した。 

 

・HEK293T細胞の培養 

ヒト胎児由来腎臓上皮細胞株である HEK293T 細胞は 10% FBS、1% Penicillin 

Streptomycin Mixed Solution、0.01% Gentamycin (Gibco)を含む DMEM培地 (Gibco)

を用いて、接着性細胞培養用の 10cmディッシュ (Greiner)上に培養した。 

 

2) ラミニン、ポリリジンコーティング 

・ラミニンコーティング 

直径 13mm, 18mmの丸カバーグラス (松浪硝子工業)は 70%エタノールで洗浄

し、硝酸を用いて一晩処理した後、225℃、6 時間、乾熱滅菌して用意した。コ

ーティングの都度、PBS でカバーグラスを 3 回洗浄し、100μg/ml のポリリジン 

(Poly-D-lysine、Sigma）をのせ、37℃、一晩インキュベートした。なお、ガラス

直径 14mm, 27mmのガラスボトムディッシュ (松浪硝子工業)を用いる場合は、

PBSによる洗浄をせずに、ポリリジン (100 μg/ml)をのせ、37℃、一晩インキュ
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ベートした。その後、PBSで 3回洗浄し、25 μg/mlのラミニン溶液（和光純薬工

業）をカバーグラスもしくはガラスボトムディッシュ上にのせ、37℃、一晩イン

キュベートした。インキュベート後は、PBS で 3 回洗浄し、細胞培養に使用し

た。 

 

・ポリリジンコーティング 

PBSでカバーグラスを 3回洗浄し、100 μg/ml のポリリジンをのせ、37℃、一

晩インキュベートした。ガラスボトムディッシュを使用する場合は、PBSで洗浄

せずに、100 μg/ml のポリリジンをのせ、37℃、一晩インキュベートした。イン

キュベート後、PBSで 3回洗浄し、細胞培養に使用した。 

 

3) 各種ベクターの作製 

・CFP-Shootin1a miRNA 発現ベクターの作製 

各 Shootin1a miRNA #1、#2発現ベクター (Toriyama et al., 2006)を鋳型に、NotI

の制限酵素認識配列を付与した forward プライマー :pECFP-shootin1-f (NotI)と

NheIの制限酵素認識配列を付与した reverseプライマー :pECFP-shootin1-r (NheI)

のプライマーセット (表 2)、DNA合成酵素に KOD plus Neo (Toyobo)を用いて、

PCR反応を行った。その後、PCR産物を精製し、NheI (Toyobo)、NotI (Toyobo)を

用いて、それぞれ、37℃、3時間、制限酵素処理を行った。続いて、pECFPベク

ター (Clontech) を鋳型に、NheI の制限酵素認識配列を付与した forward プライ

マー : CFP-f (NheI)と NotI の制限酵素認識配列を付与した reverse プライマー : 

CFP-r (NotI)のプライマーセット (表 2)、DNA合成酵素に KOD plus Neo (Toyobo)

を用いて PCR 反応を行い、CFP の翻訳領域を増幅させた。PCR 産物を精製し、

NheI、NotIを用いて、それぞれ 37℃、3時間、制限酵素処理を行った。制限酵素

処理したベクターとインサートを Ligation high ver.2 (Toyobo)を用いて、4℃、一

晩、ライゲーション反応させた。ライゲーション産物を DH5αに導入し形質転換

させた後、Spectinomycinを含むLB (Luria-Bertani) 寒天培地にプレーティングし、

37℃、一晩培養した。形成されたコロニーを LB液体培地を用いて、37℃、一晩

培養し、FastGene Plasmid Mini Kit (Nippon gene)を用いて、プラスミドを回収し

た。得られたプラスミドをシークエンスし、CFPの翻訳領域と Shootin1a miRNA

の標的配列、Shootin1a miRNA発現ベクターのプロモーターに変異が入っていな

いことを確認した。なお、シークエンスに使用したプライマーは表 2に示した。 

 

・pEGFP-ΔT273 L1-CAM refractory #1 の作製 

本研究では、L1-CAMのイメージングに Humanの L1-CAM (Ramon Vance研究

室による提供)を使用しているが、L1 miRNA #1の標的配列と相同性の高い領域
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が human L1-CAMの 442から 462 bpに存在する。この領域は、L1 miRNA #1の

標的配列と比べて 3 塩基のミスマッチがある (表 1)。L1 miRNA #1 による発現

抑制効果の影響を防ぐ為、アミノ酸配列に変化が生じないように、塩基配列を改

変した pEGFP L1-CAM wild type miRNA #1 refractoryベクターが、本研究室で既

に構築されている (表 1, L1-CAM wild type refractory #1)。 

表1. L1-CAM miRNA #1の標的配列とL1-CAM wild type refractory #1 配列の違い

Rat L1 miRNA #1 target GTG GAG GAA GGA GAA TCA GTA

Human-L1 GTG GAG GAA GGG GAG TCA GTG

L1-CAM wild type refractory #1 GTC GAA GAA GGG GAG AGC GTG  

QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent technologies)を使用して、L1 

miRNA #1に耐性があり、273番目のスレオニンを欠失した L1-CAM変異体を作

製した。まず、L1-CAM遺伝子のコドン 817から 819の塩基配列 (c.817-819, ACC)

を欠失した L1-CAMに対するプライマー : L1CAM-Del817-819-topと逆鎖のプラ

イマー : L1CAM-Del817-819-bottom を設計し (表 3)、pEGFP-L1-CAM wild type 

refractory #1を鋳型に、Pfu Turbo DNA合成酵素を用いて、PCRを行った。PCR

反応後、鋳型に使用した pEGFP-L1-CAM wild type refractory #1 を除去するため、

制限酵素 DpnI で 37℃、3 時間処理した。この反応液から DNA を精製後、大腸

菌 NEB5α にトランスフォーメーションし、Kanamycin を含む LB 寒天培地にプ

レーティングし、37℃、一晩インキュベートした。形成したコロニーを 37℃、

一晩の条件で、LB液体培養し、FastGene Plasmid Mini Kit を用いて、プラスミド

を抽出した。得られたプラスミドに含まれる L1-CAM 配列の全長をシークエン

スし (プライマーリストは表 3参照)、c.817-819が欠失していること、c.817-819

の欠失以外に変異が生じていないことを確認した。その後、pEGFP-ΔT273 L1-

CAM refractory #1 のコード領域を pEGFP-L1-CAM wild typeベクターにサブクロ

ーニングした。 

 

・pFC14K-L1-CAM wild type refractory #1, pFC14K-ΔT273 L1-CAM refractory 

#1 の作製 

pEGFP-L1-CAM wild type refractory #1、pEGFP-ΔT273 L1-CAM refractory #1を

鋳型に、SpfIの制限酵素認識配列を付与した forwardプライマー : L1-HaloTagFW 

(Sgf1)と PmeIの制限酵素認識配列を付与した reverseプライマー : L1-HalotagRV 

(Pme1) を用いて (表 4)、PCRを行った。得られた PCR産物を FastGene Gel/PCR 

Extraction kit を用いて精製した。精製した PCR 産物を、SgfI、PmeI を含む 10× 

Flexi Blend (Promega)を用いて、37℃、1時間、制限酵素処理した。その後、10× 

Flexi Blendで処理した反応溶液を FastGene Gel/PCR Extraction kit (Nippon genetics)

を用いて精製した。一方で、pFC14Kベクターを、EcoICRI、SgfIを含む Carboxy 
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Flexi Enzyme Blend (Promega)を用いて、37℃、30分間、制限酵素処理した。制限

酵素処理した pFC14Kベクターを含む溶液とインサートを混合し、T4 DNA ligase 

(Takara)を用いて、16℃、一晩の条件で、ライゲーション反応を行った。ライゲ

ーション産物を用いて、大腸菌 NEB5α を形質転換後、カナマイシンを含む LB

寒天培地上にプレーティングし、37℃、一晩の条件で培養した。形成されたコロ

ニーを用いて、Colony direct PCRを行い、インサートの有無を確認した。インサ

ートが挿入されたプラスミドを保有すると考えられるコロニーを 37℃、一晩、

LB液体培養し、FastGene Plasmid Mini Kit を用いて、プラスミドを抽出した。得

られたプラスミドにおける ΔT273 L1-CAM のコード領域全長及びベクターと

ΔT273 L1-CAMの繋ぎ目をシークエンスし、コンストラクト作製過程で L1-CAM

に予期せぬ変異が入っていないことを確認した。 

 

・サイクルシークエンス反応 

各種プラスミド DNA を鋳型に各種シークエンスプライマー  (1.6pmol)、

BigDye terminator v3.1 cycle sequencing kit (Applied biosystems)を用いて、シークエ

ンス反応を行った。反応産物をエタノール沈殿により精製し、室温で 30 分間、

乾燥後、HiDiホルムアミドを加えた。95℃、2分間加熱後、氷上で冷却させた。

96穴プレートに分注し、DNAシークエンサー ABI3130xl genetic analyzer (Applied 

biosystems)により、DNAの塩基配列解析を行った。 

 

・ pCAGGS-L1-CAM-WT-ECD FLAG-His, pCAGGS-ΔT273 L1-CAM-ECD 

FLAG-His ベクターの作製 

Flag と His タグが付加された L1-CAM 細胞外ドメインを発現するベクターを

作製するため、BirA認識部位、HRV3Cプロテアーゼ認識部位、3×FLAG、10×His

タグなどの複数のタグをコードする二重らせん DNA 配列を設計した (BirA-

HRV3C-3flag-his)。設計した DNA配列はユーロフィンジェノミクス(株)によって

合成された。 

BirA-HRV3C-3flag-his : 

GGCGGCGGACTCAACGACATATTCGAGGCCCAGAAAATCGAGTGGCACGAA

GGAGGTGGGCTGGAAGTGCTGTTTCAAGGGCCCGGAGGAGGCGATTACAAG

GATCATGATGGGGACTATAAGGATCACGACATTGACTACAAGGATGATGACG

ACAAAGGCGGTGGCCATCACCACCACCATCACCATCATCACCAC, 

 

上記の DNA配列を BirA-Fw、BirA-Rwプライマーを用いて (表 5)PCR法により

増幅し、得られた PCR産物を NotI、EcoRIによる制限酵素処理後、pCAGGS-L1-

CAM-Fc ベクターの Fc 領域へ置換した。続いて、Flag-His タグが付与された
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ΔT273 L1-CAM 細胞外領域を作成するため、L1-CAM 5’-ECD プライマーと L1-

CAM transmembraneプライマーを用いて (表 5)PCR法により、ΔT273 L1-CAMの

コード配列を増幅し、増幅した PCR 産物を pCAGGS-L1-CAM-WT-ECD FLAG-

HisベクターのL1-CAM細胞外ドメインのコード配列と置換し、pCAGGS-ΔT273-

L1-CAM-ECD FLAG-Hisを作製した。 

 

表2. CFP-shootin1 miRNAベクターの作製

プライマー名 塩基配列
pECFP-shootin1-f (NotI) TTTGCGGCCGCGCTAAGCACTTCGTGGCCGT

pECFP-shootin1-r (NheI) CCAGCTAGCGCCTGCTTTTTTGTACAAACT

CFP-f (NheI) AAAGCTAGCACCATGGTGAGCAAGGGCGA

CFP-r (NotI) CCCGCGGCCGCTTATCTAGATCCGGTGGATCC

pECFP-f-seq TGCCCAGTACATGACCTTAT

pECFP-r-seq AGCCCTGGGCCTTCACCCGA  

表3. pEGFP-ΔT273 L1-CAMの作製

プライマー名 塩基配列

L1CAM-Del817-819-top GAGGGCTTTCCCACGCCCATCAAATGGCTGCGCCCCAGTG

L1CAM-Del817-819-bottom CACTGGGGCGCAGCCATTTGATGGGCGTGGGAAAGCCCTC

pEGFP-N1 Forward GTAGGCGTGTACGGTGGGAG

pEGFP-N1 Reverse CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG

humanL1CAM_500FW CCGGATCTACTGGATGAACAGCAAGATCTT

humanL1CAM_1000FW ACTGGCTGCACAAGCCCCAGAGCCATCTAT

humanL1CAM_1500FW AATGACCAAAACAATGTTACCATCATGGCT

humanL1CAM_2000FW GGTTCCAGGGAACCAGACCTCTACCACCCT

humanL1CAM_2500FW ACCTCCGCGGATACAATGTGACGTACTGGA

humanL1CAM_3000FW TCTCCTGGGTCCCCAAGGAGGGCCAGTGCA  

表4. pFC14K L1-CAM wild type、pFC14K ΔT273 L1-CAMの作製

プライマー名 塩基配列

L1-HaloTagFW (Sgf1) TTTTTGCGATCGCCATGGTCGTGGCGCTGCGGTA

L1-HaloTagRV (Pme1) TTTTTGTTTAAACTTCTAGGGCCACGGCAGGGTT

pFC14K-seq-5'FW TCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCT  

表5. pCAGGS-L1-CAM-WT-ECD FLAG-His、pCAGGS-ΔT273 L1-CAM-ECD FLAG-Hisの作製

プライマー名 塩基配列

BirA-Fw TTAAGGATCCATGAAGGATAACACCGTGCCAC

BirA-Rw TTAACTCGAGTTATTTTTCTGCACTACGC

L1-CAM 5'-ECD TTAAGTCGACGCCACCATGGTCGTGGCGCT

L1-CAM transmembrane TTAAGCGGCCGCAGGGAGCCTCACGCGGCC
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4) 各種ベクターの遺伝子導入方法 

・エレクトロポレーション法を用いた神経細胞への遺伝子導入 

Rat Neuron Nucleofector Kit (Lonza)を用いて、各種ベクターを神経細胞に導入

した。まず、Nucleofector solution に Supplement を加えた。次に、調製した

Nucleofector solutionを海馬神経細胞 1×106cellあたり 100μl加え、必要量の DNA

を添加した。続いて、細胞とDNAを含む溶液をアルミニウムキュベットへ移し、

Nucleofector 装置 (Lonza)のプログラム O-003 を用いて、エレクトロポレーショ

ンを行った。 

 

・リン酸カルシウム法を用いた HEK293T細胞への遺伝子導入 

HEK293T 細胞を接着性細胞培養用の直径 6cmディッシュ (Grainer)へ撒き、70

から 80%コンフルエントになるまで、37℃で培養を行った。滅菌水 440μl、各種

プラスミド DNA 2μl、CaCl2 50μlを混合した。プラスミドを含む溶液を、パスツ

ールを用いて、バブリングしながら、2×BES 溶液  (50mM BES(C6H15NO5S), 

280mM NaCl, 1.5mM Na2HPO4, pH6.94) 500μlを、一滴ずつ加えた。2×BES溶液を

加えた後、更に 1 分間、バブリングを行い、室温で 30 分間静置した。静置後、

培養培地中に、プラスミドを含むリン酸カルシウム溶液を加え、37℃、一晩培養

を行った。 

 

・ポリエチレンイミン (Polyethylenimine, PEI)を用いた HEK293T細胞への遺伝

子導入 

PEI 30μl を DMEM 培地 (1% Penicillin Streptomycin Mixed Solution、0.01% 

Gentamicinを含む) 500μlに加え、よく混合し、室温で静置させた。また、必要量

の各プラスミドを DMEM 培地 500μl に加え、よく混合し、室温で静置させた。

続いて、二つの溶液を混ぜ、室温で 20分間静置させた。その後、プラスミドを

含む溶液を HEK293T 細胞の培養シャーレに加え、37℃、24時間、インキュベー

トした。 

 

5) HEK293T細胞を用いた pEGFP-L1-CAM wild type refractory #1 、pEGFP-

ΔT273 L1-CAM refractory #1 の発現解析 

 

・HEK293T 細胞における L1-CAM wild type refractory #1 EGFP、ΔT273 L1-

CAM refractory #1 EGFP の局在の確認 

pEGFP-L1-CAM wild type、pEGFP-L1-CAM wild type refractory #1、pEGFP-ΔT273 

L1-CAM refractory #1をリン酸カルシウム法を用いて、HEK293T 細胞に遺伝子導
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入した。その後、ポリリジンコートしたカバーグラス上に各コンストラクトをト

ランスフェクションした HEK293T 細胞を 1 ディッシュあたり、2×105cells を撒

き、37℃、24時間培養した。その後、氷上において、遺伝子導入した HEK293T

細胞を 3.7% ホルムアルデヒド溶液を用いて固定し、PBSで 3回洗浄した。続い

て、0.05% Triton-Xを加え、氷上で、15分間、透過処理を行った。PBSで 3回洗

浄し、室温、10 分間、DAPI (1μg/ml DAPI、1% FBS を含む PBS 溶液)処理を行

い、PBSで洗浄後、50% Glycerol を含む PBS 溶液を用いて、スライドガラス上

にマウントした。共焦点顕微鏡 LSM700 (ZEISS)を用いて、HEK293T 細胞におけ

る L1-CAM wild type EGFP、L1-CAM wild type refractory #1 EGFP、ΔT273 L1-CAM 

refractory #1 EGFP の局在を観察した。 

 

・ウエスタンブロットによる L1-CAM wild type refractory #1 EGFP、ΔT273 L1-

CAM refractory #1 EGFP の分子サイズの確認 

pEGFP-L1-CAM wild type、pEGFP-L1-CAM wild type refractory #1、pEGFP-ΔT273 

L1-CAM refractory #1をリン酸カルシウム法により、HEK293T 細胞に遺伝子導入

し、37℃、24時間培養した。その後、PBSで洗浄し、10% FBSを含む DMEM培

地を加え、更に 37℃、24時間培養した。培養液を除去し、PBSで洗浄後、RIPA

バッファー (50mM Tris-HCl (pH8.0)、150mM NaCl、1mM EDTA、1mM DTT、

1%Triton X-100、0.1%SDS、0.1% sodium deoxycholate)を 300μl加え、スクレイパ

ーを用いて、氷上でライセートを回収した。回収したライセートを氷上で 10分

間静置後、4℃、15000rpm、10分間の条件で、遠心分離した。遠心分離した溶液

の上清 180μl を 1.5ml エッペンチューブに移し、5×サンプルバッファーを 20μl

加えた後、95℃、4分間、熱処理した。 

続いて、6%ポリアクリルアミドゲルを調製し、熱処理したサンプルを 10μlロ

ーディング後、SDSバッファー中で、電気泳動を行った。その後、PDVF膜上に

ゲルを置き、90分間、転写反応を行った。転写反応後、PDVF膜を 2%スキムミ

ルク TBS・T を用いて、室温、1時間インキュベートし、ブロッキングを行った。

その後、一次抗体:ラビット抗 GFP 抗体を 2%スキムミルクを含む TBS・T 溶液

を用いて、2000倍希釈し、4℃、一晩の条件で、一次抗体処理を行った。一次抗

体処理後、TBS・T で 3 回洗浄し、二次抗体:抗ラビット HRP 標識抗体を 1%ス

キムミルクを含む TBS・Tを用いて、2000倍希釈し、室温、1時間インキュベー

トし、二次抗体処理を行った。二次抗体処理後、TBS・T で 3 回洗浄し、ECL 

Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare)を用いて、室温、一分間、メン

ブレンを処理し、反応を行った。その後、シグナルを X 線フィルムに感光させ

て、バンドパターンを検出した。 
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6) L1-CAM-WT-ECD-Flag-His、ΔT273-L1-CAM-ECD-Flag-His タンパク質の精

製方法 

pCAGGS-L1-CAM-wild type-ECD FLAG-His, pCAGGS-ΔT273-L1-CAM-ECD 

FLAG-Hisベクターを PEI を用いて HEK293T 細胞に遺伝子導入し、37℃、24時

間培養後、培養上清を除き、PBS で洗浄した。続いて、FBS を含まない DMEM

培地 (1% Penicillin Streptomycin Mixed Solution、0.01% Gentamycinを含む)を 8ml

加え、37℃、48時間培養した。培養上清を回収して、4℃、4700rpm、15分間遠

心後、上清を回収した。すぐに精製に移らない場合は、液体窒素で凍結し、-80℃

で凍結保存した。 

回収した培養上清を Ni Sepharose excel column (GE Healthcare)を充填したカラ

ムへ注ぎ、通過させた。洗浄バッファー (20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 300 mM NaCl, 20 mM 

imidazole)でカラムを洗浄後、溶出バッファー (20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 300 mM NaCl, 

200 mM imidazole)でカラムに結合したタンパク質を溶出した。溶出した溶液は、

HBSバッファー (10 mM HEPES, pH 7.4, 150 mM NaCl)中で、4℃、一晩透析した。透

析後は、200μlエッペンチューブに分注し、液体窒素で瞬間凍結後、-80℃で凍結

保存した。 

 

7) L1-CAM とラミニン間の in vitro bindingアッセイ 

精製した L1-CAM-WT-ECD Flag-His、ΔT273-L1-CAM-ECD Flag-His (100nM) 

250μlに精製ラミニン (500、100、50、10、0nM) 各 250μl加え、4℃、一晩イン

キュベートした。反応バッファー (10mM Tris-HCl, pH 8.0, 150mM NaCl, 10mM 

imidazole)であらかじめ平衡化した Ni-NTA agarose beads 30μl にラミニンと L1-

CAM-ECDの混合液を 500μl加え、4℃、2時間インキュベートした。その後、洗

浄バッファーを 1ml加え、転倒混和により撹拌し、4℃、3000rpm、30 秒間遠心

し、上清を除いた。この洗浄操作を 3回繰り返した後、溶出バッファー (20mM 

Tris-HCl, pH 8.0, 300mM NaCl, 200mM imidazole)を 25μl加え、4℃、2時間インキ

ュベートし、結合したタンパク質を溶出した。4℃、3000rpm、30 秒間遠心後、

上清を回収し、5×SDSサンプルバッファーを加えて懸濁し、95℃、5分間、熱処

理を行った。SDS 処理したサンプル 20μl を 7%SDS-PAGE ゲルにロードし電気

泳動を行った。ウエスタンブロッティングにより、ニトロセルロース膜へタンパ

ク質を転写し、抗ラミニン抗体 (1:1000)、抗 FLAG 抗体 (1:1000)を用いて 4℃、

一晩の条件で、一次抗体処理を行った。一次抗体処理後、TBS・Tで 3回洗浄し、

二次抗体:抗ラビット HRP標識抗体を 1%スキムミルクを含む TBS・Tを用いて、

2000倍希釈し、室温、1時間インキュベートし、二次抗体処理を行った。二次抗

体処理後、TBS・T で 3 回洗浄し、ECL Western Blotting Detection Reagents (GE 

Healthcare)を用いて、室温、一分間、メンブレンを処理し、反応を行った。その
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後、LAS4000を用いて、ECLのシグナルを検出した。 

 

8) ラミニン/ポリリジン ストライプアッセイ 

硝酸処理したカバーグラスを PBS で 3 回洗浄し、ポリリジンコーティングを

行った。その後、PBSで 3回洗浄し、2時間乾燥させた。ストライプ状の凹構造

が施された PDMS をポリリジンコートしたカバーグラス上に載せ、0.2 μg/ml 

TexasRed conjugated BSAを含むラミニン溶液を PDMS中に注入した。37℃、一

晩インキュベートした後で、PBSで 3回洗浄し、アッセイに使用した。 

海馬神経細胞に Control miRNA、Shootin1a miRNA発現ベクターを遺伝子導入

し、2% B-27 supplement、1mM Glutamine、1% Penicillin Streptomycin Mixed Solution

を含む Neurobasal 培地中で、37℃、24 時間、浮遊培養を行った。その後、細胞

を回収し、ストライプコートした基質上で 10%FBS を含む Neurobasal 培地を用

いて、3時間、培養した。続いて、培養上清を回収し、2% B-27 supplement、1mM 

Glutamine、1% Penicillin Streptomycin Mixed Solutionを含む Neurobasal培地中で、

37℃、3日間、培養した。3.7% ホルムアルデヒドを含む PBS溶液で固定し、一

次抗体:ニワトリ抗 GFP抗体（1:500）で処理し、4℃、一晩インキュベートした。

その後、二次抗体:抗ニワトリ Alexa405 抗体で処理し、室温、2 時間インキュベ

ートした。PBSで洗浄後、50% Glycerolを含む PBS溶液で封入し、LSM700 ZEISS

共焦点顕微鏡を用いて観察を行った。 

 

9) マイクロパターニングアッセイ 

・PDMS スタンプの作製 

六角形状のマイクロパターン (幅:14μm, 高さ:5.5μm)を、リソグラフィー技術

を用いてエポキシフォトレジスト (SU-8、MicroChem)上に作製した。次に、マイ

クロパターン加工が凹状に施された基盤上に 10% バリアコート(信越化学工業)

を含むトルエン溶液をのせ、スピンコーター (MIKASA)で 2000 rpm、10秒、遠

心することで、基盤上に薄いコーティングを施した。次に、10ml KE-103 (信越化

学工業)、1ml CAT-103 (信越化学工業)、0.1% FZ-77を混合し、デシケーター内で

20分間、脱気処理を行った。その後、四角形状のシリコンの枠を基板上に載せ、

シリコン溶液を流し込み、デシケーター内で 20分間、脱気処理した。60℃、1時

間インキュベートし、枠内のシリコン溶液を固めることで、dimethylpolysiloxane 

(PDMS)に六角形状のマイクロパターンを施した。 

 

・ラミニンのマイクロパターニングと細胞培養 

1Mスクロース、0.2 μg/ml BSA-conjugated Texas Redもしくは BSA-conjugated 

Alexa488、ラミニン （25 μg/ml）を含む PBS溶液を、用意した PDMS上に載せ、
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デシケーター内で脱気処理を行い、ラミニンを含む PBS 溶液を凹状の溝中に流

し込んだ。その後、スピンコーターを用いて、3000 rpm、15秒間遠心し、余分な

ラミニンを含む PBS 溶液を除去した。続いて、PDMS を、ポリリジンコートし

たカバーグラス上に載せ、37℃、一晩、インキュベートした。その後、PDMSを

カバーグラスから剥がし、PBSで 3回洗浄した。 

Control miRNA、 Shootin1a miRNA、 Cortactin miRNA、 L1-CAM miRNA発現

ベクターを海馬神経細胞へそれぞれ遺伝子導入し、10% FBS、2% B-27 supplement、

1mM Glutamine、1% Penicillin Streptomycin Mixed Solutionを含む Neurobasal培地

中で、37℃、24時間、浮遊培養した。その後、回収し、10% FBSを含む Neurobasal

培地中で 37℃、3時間培養した。続いて、2% B-27 supplement、1mM Glutamine、

1% Penicillin Streptomycin Mixed Solutionを含む Neurobasal培地を用いて、ラミニ

ンマイクロパターンがコーティングされたカバーガラス上で 37℃、3 日間、培

養した。Blebbistain処理する場合は、50μM、100μM Blebbistatinを細胞培養開始

と同時に添加した。Cytochalasin D処理する場合は、1μM Cytochalasin Dを細胞

培養開始と同時に添加した。 

その後、ホルマリン固定し、一次抗体:ラビット抗 GFP 抗体（1:500）で 4℃、

一晩処理した。その後、二次抗体抗:抗ラビット Alexa488標識抗体 (1:1000)を用

いて、室温、1時間処理し、50% Glycerolを含む PBS溶液を用いて、封入した。

観察は、蛍光顕微鏡 (Axio plan2, Zeiss)を用いて行った。なお、軸索長の解析に

は ImageJを用いた。 

 

・ラミニンによる走触性制御を介した軸索ガイダンスにおける Cortactin と

Shootin1a 相互作用の機能解析 

Myc-NES-GST、Myc-NES-shootin1a (261-377)をエレクトロポレーション法によ

り海馬神経細胞に遺伝子導入し、ラミニンマイクロパターンコーティングされ

たカバーグラス上に、2×104 個の細胞密度で撒き、37℃、5 日間培養した。その

後、3.7%ホルムアルデヒド溶液で細胞を固定し、ラビット抗 myc 抗体 (1:1000)、

Alexa488標識抗ラビット抗体 (1:1000)を用いて染色し、蛍光顕微鏡 (Axio plan2, 

Zeiss)により、観察を行った。 

 

・ラミニン/ポリリジン境界における成長円錐のガイダンス制御のイメージング

と ΔT273 L1-CAM 発現の効果 

海馬神経細胞に L1-CAM RNAi#1と L1-CAM WT EGFP refractory#1、もしくは

ΔT273 L1-CAM EGFP refractory#1 を共にエレクトロポレーション法を用いて遺

伝子導入し、10% FBS、2% B-27 supplement、1mM Glutamine、1% Penicillin 

Streptomycin Mixed Solutionを含む Neurobasal培地中で、37℃、20時間培養した。
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その後、遺伝子導入した細胞を回収し、ラミニンマイクロパターンコーティング

したガラス直径 24mmのガラスボトムディッシュ上に神経細胞を 1.5×105個ずつ

撒き、3時間、37℃でインキュベートした。続いて、2% B-27 supplement、1mM 

Glutamine、1% Penicillin Streptomycin Mixed Solutionを含む Neurobasal培地へ置

換し、37℃、24間培養を行った。2% B-27 supplement、1mM Glutamine、1% Penicillin 

Streptomycin Mixed Solutionを含む L-15培地へ交換後、IX-81を用いて 37℃、撮

影間隔 20分間の条件で、成長円錐の動きをタイムラプス観察した。 

 

10) 牽引力顕微鏡 

ガラス直径 27mmのガラスボトムディッシュ上に 0.1N NaOHを載せ、室温で

15分間処理した。その後、3-aminopropyl-trimethoxysilane (Sigma)を加え、室温で

更に 15分間処理した。インキュベート後、MQ水で 3回洗浄し、0.5% gltaraldehyde 

を含む PBSをガラスボトムディッシュ上に載せ、室温で 30分間インキュベート

した。MQ水で、3回洗浄し、乾燥させ、ゲル調製に使用した。 

続いて、200nm 蛍光ナノビーズをアクリルアミドゲルと混合し、用意したガ

ラスボトムディッシュ上に 200μl載せ、カバーグラスで封入した。その後、室温

で 2 時間静置させた後、カバーグラスを外し、クロスリンカーsulfosuccinimidyl 

6-(4’-azido-2’-nitrophenylamino)hexanoate) (Sulfo-SANPAH, Thermo)をのせ、5分間、

UV 照射し活性化させた。PBS で 3 回洗浄後、100μg/ml ポリリジンをゲル上に

のせ、37℃、一晩、インキュベートした。PBSで 3回洗浄し、ラミニン（25μg/ml）

をのせ、37℃、一晩、インキュベートした。その後、PBSで 3回洗浄し、Neurobasal

培地をのせ、37℃、1時間インキュベートした。ポリリジンのみでコーティング

する場合は、100μg/ml ポリリジンをゲル上にのせ、37℃、一晩、インキュベー

トした。その後、PBSで 3回洗浄し、Neurobasal培地をのせ、37℃、1時間イン

キュベートした。その後、コーティングした各ゲル基質上に、EGFPを遺伝子導

入した海馬神経細胞を培養し、成長円錐直下の蛍光ナノビーズの動きを Axio 

Observer Z1 (C-Apochromat 63×/1.20 W Korr M27、 LSM 710 scan module、 ZEN2009、 

Carl Zeiss)用いて、5 秒間隔でタイムラプス観察した。また、牽引力の発生にお

ける ΔT273 L1-CAM の影響を解析する場合は、L1-CAM RNAi#1 と ΔT273 L1-

CAM EGFP refractory#1 をエレクトロポレーション法により海馬神経細胞に共に

遺伝子導入後、37℃、20 時間浮遊培養した。続いて、浮遊培養した細胞をゲル

上に撒き直し、同様の条件で観察を行った。なお、ビーズの初期位置を撮影する

ため、1% SDS処理により、細胞を剥がし、本来の位置のビーズを撮影した。牽

引力の定量には、Matlabによる数理解析システムを用いて解析を行った。 
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11) mRFP-actin、EGFP-shootin1aのイメージング 

海馬神経細胞に mRFP-actin、EGFP-shootin1a を、Nucleofector を用いたエレク

トロポレーション法により、遺伝子導入した。その後、ポリリジン、ラミニンで

コーティングしたガラス直径 14mmのガラスボトムディッシュに、細胞を撒き、

37℃、1日培養した。続いて、2% B-27 supplement、1mM Glutamine、1% Penicillin 

Streptomycin Mixed Solutionを含む 70% L-15培地 (Gibco)に交換し、37℃で培養

を行った。CMOS (Complementary Metal-Oxide Semiconductor)カメラを装備した蛍

光顕微鏡 (ZEISS, AX10, plan-apochromat 100×/1.46 oil)を用いて、5 秒間隔で

mRFP-actin、EGFP-shootin1aの逆行性移動をタイムラプス観察した。 

 

12) ポリリジン及びラミニン各基質上における L1-CAM wild type halotag と

EGFP-actin のイメージング 

pFC14K L1-CAM wild type halotag を海馬神経細胞にエレクトロポレーション

法を用いて遺伝子導入し、ガラス直径 14mm のガラスボトムディッシュ 

(Matsunami)上で、37℃、一晩培養した。L1-CAMと同時に actinを観察する場合

は、pFC14K L1-CAM wild type halotag と pEGFP-actin を共に遺伝子導入した。

Tetramethyl rhodamine (TMR) ligand (Promega)を培養培地で 1500 倍希釈し、1 時

間インキュベートした。次に、PBS で 3 回洗浄後、2% B-27 supplement、1mM 

Glutamine を含む Neurobasal 培地で 30 分間インキュベートし、ディッシュ上に

非特異的に結合した TMR リガンドを除去した。その後、2% B-27 supplement、

1mM Glutamine、1% Penicillin Streptomycin Mixed Solutionを含む 70% L-15培地

に培地交換した。EM-CCDカメラ (Andor)を装備した全反射顕微鏡 (Olympus)を

用いて、561nmレーザー (COHERENT)により、インターバル 5秒間隔で成長円

錐と基質の接着面における L1-CAM halotagの分子動態をタイムラプス観察した。

L1-CAM と actin を同時に検出する場合は、 488nm と 561nm レーザー 

(COHERENT)により、シグナルを検出し、同様の条件で観察を行った。 

 

13) ラミニン/ポリリジン境界の同一の成長円錐における L1-CAM wild type 

halotag のイメージング 

ラミニンのマイクロパターニング法に従い、六角形状のラミニン基質をガラ

ス直径 27μmのガラスボトムディッシュ上にコーティングした。その後、pFC14K 

L1-CAM wild type を遺伝子導入した神経細胞を用意した基質上に培養し、全反

射顕微鏡 (Olympus)を用いて、ラミニン/ポリリジン境界上に位置した成長円錐

のフィロポディアにおける L1-CAM の分子動態を 5 秒間隔でタイムラプス観察

した。なお、ラミニン領域は 488nmレーザー、L1-CAM wild type halotagは 561nm

レーザーを用いて励起した。 
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14) ΔT273 L1-CAM 発現時における EGFP-shootin1a の逆行性移動動態の解析 

L1-CAM RNAi#1、ΔT273 L1-CAM halotag refractory#1、EGFP-shootin1aをエレ

クトロポレーション法を用いて海馬神経細胞に遺伝子導入し、10% FBS、2% B-

27 supplement、1mM Glutamine、1% Penicillin Streptomycin Mixed Solutionを含む

Neurobasal培地中で、37℃、20時間培養した。その後、遺伝子導入した細胞を回

収し、ラミニンコーティングした 14mm ガラスボトムディッシュ上に神経細胞

を 8×104 個ずつ撒き、3 時間、37℃でインキュベートした。続いて、2% B-27 

supplement、1mM Glutamine、1% Penicillin Streptomycin Mixed Solution を含む

Neurobasal培地へ置換し、37℃、24間培養を行った。TMR ligand処理後、CMOS

カメラを装備した蛍光顕微鏡 (ZEISS, AX10, plan-apochromat 100×/1.46 oil)を用

いて、5秒間隔で EGFP-shootin1aの逆行性移動をタイムラプス観察した。 

 

15) ΔT273 L1-CAM halotagの逆行性移動動態の解析 

海馬神経細胞 1×106個に、L1-CAM miRNA #1 発現ベクターと pFC14K L1-CAM 

wild type refractory #1 もしくは、pFC14K-ΔT273 L1-CAM refractory #1を遺伝子導

入し、10% FBS、2% B-27 supplement、1mM Glutamine、1% Penicillin Streptomycin 

Mixed Solutionを含む Neurobasal培地中で、37℃、24 時間、浮遊培養を行った。

その後、培養液を回収し、3000rpm、3分間、遠心分離した。上清を除き、SolutionA+

を 2ml 加え、タッピングにより、溶液を懸濁した。37℃、20 分間インキュベー

ト後、ピペッティングにより、細胞塊を乖離させた。4℃、3000 rmp、3min遠心

分離後、PBS を加え洗浄し、再度同様の条件で、遠心した。10% FBS を含む

Neurobasal培地を用いて、ラミニンコートしたガラスボトムディッシュ上に細胞

を撒いた。37℃、3時間インキュベート後、2% B-27 Supplement、1% Glutamin、

1% Penicilin streptomycine を含む Neurobasal 培地中で、37℃、24 時間培養した。

その後、他の L1-CAM halotagイメージングと同様の方法、条件で、イメージン

グを行った。 

 

16) 軸索形成の数理モデルを用いた数理解析 

我々の研究室では、神経突起長変化 ( 1 )と成長円錐における Shootin1aの濃度

変化 ( 2 )を示す二つの微分方程式から構成される軸索形成の定量的な数理モデ

ルを構築している (Toriyama et al., 2010)。 
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Shootin1a の生み出す牽引力の効果は、κfs ( C )という Hill関数 (3)として記述さ

れている。 

 

 

本研究において、牽引力顕微鏡を用いて、ポリリジン、ラミニン上の成長円錐の

生み出す牽引力を定量した。そこで、牽引力顕微鏡により定量した牽引力の値か

ら、ポリリジン、ラミニン上の成長円錐における Shootin1aの生み出す牽引力の

効果の最大値を制御するパラメーターαsを推定した。推定した αs値を用いて、

ラミニン上の成長円錐における牽引力の増強が軸索形成へ及ぼす影響を数理的

に検証した。 

ラミニン上の成長円錐の生み出す牽引力は、ポリリジン上のものと比較して

3.9047 倍であった。また、本来の αs値 (5.1003)は、ラミニン上において推定さ

れた値である (Toriyama et al., 2010)。そこで、本来の αs値 (5.1003)を 3.9047 で

割ることで、ポリリジン上の αs 値 (1.3061)を推定した。次に、神経細胞の突起

数を４本に設定し、ポリリジン、ラミニン上にそれぞれ２本の突起を配置した 

(図 9A)。コントロールとして、ポリリジン、ラミニン上の全ての成長円錐にお

いて、ポリリジン上で推定した αs 値 (1.3061)を与え、シミュレーションを行っ

た (図 9A)。次に、ラミニン上の成長円錐における Shootin1a の生み出す牽引力

の増強が軸索形成へ及ぼす影響を解析した。方法として、ポリリジンとラミニン

上の成長円錐において、それぞれ、ポリリジン上の αs 値 (1.3061)、ラミニン上

の αs値 （5.1003）を用いて牽引力に差異を与え、ラミニン、ポリリジンのどち

らの領域に軸索を形成するかシミュレーションを行った (図 9B)。なお、表 5、

6、7に関連する定数、関数、変数のリストを示す (Toriyama et al., 2010)。 

 

 

 

 

 

 

( 1 )

( 2 )

( 3 )

20



21 

 

 

Table 6. Definitions of functions

Formula Meaning

Active shootin1 transport

defined as the sum of

temporally discrete events for

each neurite.

Effect of neurite length on

neurite tension (f l (L i )) with

true strain, ln (L i /L 0 ).

κfl(Li)  
     

 
 

  
 

   
 

 

  
      

 
 

  
 

w(t)  
  

 
                

 

 

Table 7. Variables

Variable Unit Meaning

C i , C o Relative conc.
Relative shootin1 concentrations in the i -th

growth cone and cell body.

α j -

Amplitude of shootin1 concentration of the j -th

wave, which is random variable chosen from

gamma distribution.

t, t j min

Simulation time and the j -th occurrence time of

shootin1 transport. The interval between the

transports is random variable chosen from

gamma distribution.

L i μm Length of the i -th neurite.

M Relative conc.
Relative concentration of free material molecules

required for neurite shaft construction.
 

 

 

Table 5. Constant parameter in the mathematical model

Parameter Unit Meaning

α s -
Maximum effect of relative shootin1

concentration in the growth cone.

K s Relative conc.
Concentration of shootin1 at which the traction

force becomes half-maximum.

h - Hill coefficient.

α l -
Maximum effect of neurite length on the neurite

tension.

K l μm
Neurite length at which the neurite tension

becomes half-maximum.

L 0 μm
Initial neurite length at which true strain is

evaluated.

δk on μm/min (relative conc.)

Elongation velocity per unit concentration of

material molecules (M ) as the product of the size

of the material molecules (δ) and the

polymerization rate (k on).

δk off μm/min

Retraction velocity as the product of the size of

the material molecules (δ ) and the

depolymerization rate (k off ).
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＜結果＞ 

 

1) ラミニン上における軸索伸長機構 

成長円錐の辺縁部において、アクチン線維は成長円錐の中心に向かって逆行

性に移動する (Schaefer et al., 2008)。アクチン線維の逆行性移動は、細胞外環境

を感知するセンサーとして働き、軸索伸長、ガイダンスに関与すると考えられて

いる (Nichol IV et al., 2016)。成長円錐の先端領域において、アクチンモノマー

は、アクチン線維のプラス端に重合し、マイナス端で脱重合する。プラス端でア

クチンモノマーが重合すると、アクチン線維が細胞膜により押し返され、アクチ

ン線維の逆行性移動が生じる (Michison. T et al, 1988 ; Pollard et al, 2003 ; Clainche 

et al., 2008)。更に、ミオシンⅡはマイナス端側でアクチン線維を牽引することで、

アクチン線維の逆行性移動を促進する (Mederios et al., 2006 ; Craig et al., 2012)。

L1-CAM は Shootin1a と Cortactin を介して逆行性移動を示すアクチン線維と連

結する (Shimada et al., 2008 ; Kubo et al., 2015)。更に、L1-CAMは細胞外でラミ

ニンと相互作用することで、成長円錐が移動するための牽引力を生み出し、軸索

伸長を促進すると考えられる (図 1)。 

 

2) Shootin1a はラミニンに誘導される軸索形成に必要である  

ラミニンは神経細胞の軸索形成の方向性を制御することが知られている 

(Esch et al, 1999)。成長円錐の L1-CAMは細胞外でラミニンと結合する。Shootin1a

は L1-CAM から構成される牽引力制御機構の構成分子の一つであり (図 1)、細

胞内において L1-CAMと相互作用し、軸索伸長を促進する (Shimada et al., 2008)。

よって、Shootin1a がラミニンによる軸索形成の方向性制御に関与している可能

性がある。そこで、この可能性を検証するため、海馬神経細胞において、Shootin1a 

miRNA により、Shootin1a を発現抑制した。この Shootin1a を発現抑制した神経

細胞を、ラミニンとポリリジンが交互に並ぶ基質上に培養し、軸索形成の方向性

が変化するか解析した。この際に、神経細胞のマイナープロセスの長さを定量し、

軸索における軸索形成開始時の成長円錐の位置を予測した。そして、神経細胞の

少なくとも一つの突起先端が、ラミニンもしくはポリリジン上に位置している

神経細胞を選択した。また、Shootin1aを免疫染色し、Shootin1a miRNAによって

Shootin1aの発現量が減少している細胞を解析に用いた。 

まず、Controlにおいて、神経細胞の 85%は、ラミニン上に軸索を形成した (図

2A, D, n = 92)。次に、Shootin1a miRNA #1および#2により Shootin1aの発現を抑

制したところ、ラミニン上に軸索を形成した神経細胞の割合はそれぞれ 47%、

48%となり、ラミニン上における軸索形成が有意に抑制された (図 2B, C, D #1, n 
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= 93; #2, n = 92)。以上の結果から、Shootin1a はラミニンに誘導される軸索形成

の方向性の制御に必要であることが示唆された。 

続いて、共同研究者の勝野弘子博士研究員に提供して頂いた実験データを参

考資料 (◆)として、紹介する。 

 Shootin1a、Cortactin および L1-CAM はラミニンによる走触性制御を介した

軸索ガイダンスに関与する 

脳内において軸索は前進するだけでなく、移動方向を変えながら、標的組織へ

投射する (Lowery et al, 2009 ; Sun et al., 2013)。軸索が方向転換する際に、成長円

錐は前進するのか、曲がるのか選択を迫られる。このような、脳内における軸索

ガイダンスの環境を模倣し、成長円錐に多くの移動方向の選択の機会を提示す

るために、ラミニンを六角形状にマイクロパターン化した基質を作製した (参考

資料 1A)。次に、ラミニンにより軸索がガイダンスされるか解析するために、用

意した六角形状のラミニン基質上にラット培養海馬神経細胞を培養し、軸索ガ

イダンス過程をライブイメージング法を用いて観察した。その結果、軸索先端の

成長円錐が周囲を探索し、ラミニン上を特異的に伸長する様子が観察された (参

考資料 1A)。次に、ラミニンによる走触性制御を介した軸索ガイダンスに

Shootin1a、Cortactin、L1-CAMが関与するか解析するため、Shootin1a、Cortactin、

L1-CAM miRNAにより、各分子を発現抑制し、ラミニンによる軸索ガイダンス

が阻害されるかを解析した。まず、Shootin1a を Shootin1a miRNAにより発現抑

制したところ、軸索は、ラミニン上から外れ、ポリリジン上へ伸長した。ラミニ

ン上に位置した軸索の長さの割合を定量したところ、Control と比較して、

Shootin1a miRNAにより、その長さの割合は、有意に減少を示した (参考資料 1B)。

更に、Cortactinおよび L1-CAM miRNAにより各分子を発現抑制したところ、ラ

ミニン上に位置した軸索の長さの割合は有意に減少を示した (参考資料 1C、D)。

このことから、Shootin1a、Cortactin、L1-CAM はラミニンによる走触性制御を介

した軸索ガイダンスに必要であることが示唆された。 

 

 ミオシンⅡおよびアクチン重合の阻害はラミニンによる走触性制御を介し

た軸索ガイダンスを抑制する 

アクチン線維を細胞外基質ラミニンへ連結する Shootin1a、Cortactin、L1-CAM

がラミニンによる走触性制御を介した軸索ガイダンスに必要であることが示唆

された (参考資料 1A-D)。よって、これらの分子から構成される牽引力制御機構

が、アクチン線維の逆行性移動と相互作用することで、ラミニンによる走触性制

御を介した軸索ガイダンスに関与していると考えられる。しかしながら、アクチ

ン線維の逆行性移動がラミニンによる走触性制御を介した軸索ガイダンスにお

いて重要な役割を果たしているかは明らかではない。 
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そこで、アクチン線維の逆行性移動がラミニンによる走触性制御を介した軸

索ガイダンスに関与しているか解析するために、Blebbistatin及び Cytochalasin D

を用いてアクチン線維の逆行性移動を阻害し、ラミニンによる軸索ガイダンス

が抑制されるかを解析した。ミオシンⅡは、アクチン線維のマイナス端側で活性

化することで、アクチン線維の逆行性移動を駆動する。Blebbistatin はミオシン

ⅡのATPase活性を阻害することで、ミオシンⅡの持つモーター活性を抑制する。

六角形状のラミニンマイクロパターン上で神経細胞を培養し、50、100μM 

Blebbistatinを用いて処理し、3日間培養を行った。その結果、コントロールでは、

軸索長の 91%がラミニン上に位置していた。一方で、Blebbistatin 処理を行った

ところ、50μM Blebbistatin において軸索長の 58%、100μM Blebbistatin において

は軸索長の 60%がラミニン上に位置しており、コントロールと比較してラミニ

ン上の軸索の長さの割合は有意に減少を示した (参考資料 2A, B)。 

Cytochalasin Dは、アクチン線維のプラス端に結合し、単量体アクチンのプラ

ス端への重合を阻害することで、アクチン線維の逆行性移動を抑制する 

(Forscher et al, 1988 ; Kubo et al., 2015)。六角形状のラミニン基質上で神経細胞を

培養し、1μM Cytochalasin Dを用いて処理し、3日間培養を行った。その結果、

コントロール (DMSO 処理)では、軸索長の 73%がラミニン上に位置していた。

一方で、Cytochalasin D処理したところ、軸索長の 49%がラミニン上に位置して

おり、コントロールと比較して、24%の減少を示した (参考資料 3A, B)。以上の

結果から、アクチン線維の逆行性移動は、ラミニンによる走触性制御を介した軸

索ガイダンスに関与することが示唆された。 

 

3) Shootin1a DN (ドミナントネガティブ)変異体により Shootin1aを介したクラ

ッチ連結を阻害すると、ラミニンによる走触性制御を介した軸索ガイダンス

が抑制される 

Shootin1a、Cortactin RNAiによって、Shootin1a、Cortactinがラミニンによる軸

索ガイダンスに関与することが示唆された。しかしながら、RNAi により、

Shootin1aと Cortactinのアクチン線維とラミニン間の連結以外の機能が阻害され

たことで、ラミニンによる走触性制御を介した軸索ガイダンスが抑制された可

能性がある。そこで、Shootin1a と Cortactinのクラッチ機能がラミニンによる走

触性制御を介した軸索ガイダンスに関与しているかを調べるため、Shootin1a と

Cortactin間の連結を切る Shootin1a DN変異体 (261-377) (Kubo et al., 2015)を用い

て、ラミニンを介した軸索ガイダンスに対する効果を解析した。 

 コントロールとしてMyc-NES-GST を発現させた神経細胞では、ラミニン上の

軸索の長さの割合は 70%であった。一方で、Myc-NES-Shootin1a DN (261-377)を

発現させた神経細胞では、その割合は 51%であり、ラミニンによる軸索ガイダ
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ンスが有意に抑制された (図 3A, B)。以上の結果から、Shootin1a を介したクラ

ッチ連結がラミニンによる走触性制御を介した軸索ガイダンスに関与すること

が示唆された。 

 

ここまでの結果をまとめると、ラミニンによる走触性制御を介した軸索形成

及び軸索ガイダンスに Shootin1a、Cortactinおよび L1-CAMを介した牽引力制御

機構 (図 1)が関与することが示唆された。 

 

4) ラミニンによって成長円錐が生み出す牽引力は強められる 

Shootin1a、Cortactin および L1-CAM がラミニンに誘導される軸索形成に必要

であることが示された (図 2, 図 3, 参考資料 1)。しかしながら、ラミニンによる

走触性制御を介した軸索形成及びガイダンスの分子メカニクスは明らかではな

い。Shootin1aは細胞内でアクチン線維と L1-CAM間を連結し、牽引力を生み出

す。Shootin1a と相互作用する L1-CAM は、細胞外でラミニンと結合するため、

ラミニン上で成長円錐が生み出す牽引力が強められることで、軸索がラミニン

方向に伸長する可能性が考えられる。そこで、ラミニン上で成長円錐が生み出す

牽引力が変化するかどうか解析するため、牽引力顕微鏡 (Chan et al, 2008 ; 

Toriyama et al., 2013 ; Kubo et al., 2015)を用いて、ポリリジン、ラミニン上の成長

円錐における牽引力を定量した。その結果、ポリリジン上では成長円錐の生み出

す牽引力は、2.1 ± 0.4 pN/μm2 (mean ± SE, n = 11)を示した (図 4A, D)。一方で、

ラミニン上では成長円錐の生み出す牽引力は、8.2 ± 2.2 pN/μm2 (mean ± SE, n = 

14)を示した (図 4B, D)。また、牽引力の合力の方向性を算出したところ、牽引

力は、ポリリジン、ラミニン上の成長円錐において、軸索伸長と反対方向に生じ

ていた (図 4C)。以上のことから、ラミニンは、成長円錐の基質上に生み出す牽

引力を強めることで、軸索に推進力を伝え、軸索形成及び軸索ガイダンスを制御

していることが示唆された。 

 

5) ラミニン上の成長円錐において、mRFP-actin、EGFP-shootin1a の逆行性移

動速度が減少する 

ラミニン上で成長円錐が生み出す牽引力が強められることが示された (図

4A-D)。しかし、ラミニンがどのように成長円錐に作用して、牽引力を強める

のか、そのメカニズムは明らかではない。ラミニンは、Cdc42、Rac1 GTPaseを

活性化し、アクチン重合を促進するという報告がある (Myers et al., 2012)。その

為、ラミニン上の成長円錐において、アクチン重合が促進されることで、アク

チン線維の逆行性移動速度の上昇を介して、成長円錐の運動能が活性化し、牽

引力が強められている可能性が考えられる。 
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そこで、ラミニン上においてアクチン線維の逆行性移動速度が変化するかど

うか解析するため、mRFP-actinを発現させた神経細胞を、ポリリジン、ラミニ

ン各基質上に培養し、蛍光顕微鏡を用いて成長円錐における mRFP-actinの逆行

性移動速度を解析した。ポリリジン上の成長円錐において mRFP-actinの逆行性

移動速度は 4.7 ± 0.2 μm/min (mean ± SE, n = 301)であった (図 5A、B)。一方、ラ

ミニン上の成長円錐では、mRFP-actinの逆行性移動速度は 2.6 ± 0.4 μm/min 

(mean ± SE, n = 306)であり、驚いたことに、ポリリジン上と比べると、その速

度は有意に遅かった (図 5A、B)。 

続いて、ポリリジン、ラミニン各基質上の成長円錐における EGFP-shootin1a

の逆行性移動速度を解析した。Shootin1a は Cortactinを介して、アクチン線維

の逆行性移動と相互作用する (Kubo et al., 2015)。ポリリジン上の成長円錐にお

いて、EGFP-shootin1aの逆行性移動速度は 4.3 ± 0.2 μm/min (mean ± SE, n = 419)

であった (図 5C、D)。一方、ラミニン上の成長円錐では、EGFP-shootin1aの逆

行性移動速度は 1.33 ± 0.2 μm/min (mean ± SE, n = 386)であり、ポリリジンと比

べると有意に遅かった (図 5C、D)。このことから、ポリリジン上と比べて、ラ

ミニン上の成長円錐において、アクチン線維、Shootin1aの逆行性移動速度が減

少することがわかった。よって、ラミニンによる走触性制御を介した軸索ガイ

ダンスにおいて、アクチン重合の促進が主要なメカニズムとして働いているの

ではなく、他のメカニズムの関与が考えられた。 

 

6) L1-CAM は逆行性移動の過程において、ポリリジンと比べて、ラミニン上で

グリップを強める 

ラミニンによる牽引力の増強において、アクチン重合の促進は主要なメカニ

ズムではないとすると、どのようなメカニズムが働いているのであろうか?そこ

で、このメカニズムを明らかにするために、ポリリジン、ラミニン両基質上にお

いてラミニンと直接相互作用すると考えられる L1-CAM の分子動態を、Halotag

でラベルした L1-CAMと全反射顕微鏡を用いて観察した。 

すると、L1-CAM halotagは特徴的な分子動態を示すことが分かった。L1-CAM 

halotag は、逆行性移動の過程で停止と移動を繰り返している様子が観察された 

(図 6A)。また、L1-CAM の分子イメージングは、タイムラプス撮影を行ってい

るが、2つのフレームの間隔を 1フェーズとした。L1-CAM halotagが逆行性に移

動しているフェーズは、L1-CAM halotagがラミニン上を滑っている状態と考え、

スリップフェーズとした。一方で、L1-CAM halotagが停止しているフェーズは、

L1-CAM halotag がラミニン上に固定されている状態と考え、グリップフェーズ

とした。L1-CAM halotagのスリップとグリップフェーズの割合を、ポリリジン、

ラミニン各基質上のフィロポディアにおいて解析した。その結果、ポリリジン上
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のフィロポディアでは、L1-CAM halotag 分子のスリップフェーズの割合は 78%

であり、一方で、グリップフェーズの割合は 22%であった (n = 1076フェーズ)。

ラミニン上のフィロポディアにおいては、L1-CAM halotag のスリップフェーズ

の割合は 49%であり、一方で、グリップフェーズの割合は 51%であった (n = 1531

フェーズ)。ポリリジン上の成長円錐と比べて、ラミニン上の成長円錐では、L1-

CAM halotagがスリップするフェーズの割合が減少し、グリップするフェーズの

割合が有意に増加した (図 6B)。次に、グリップフェーズとスリープフェーズの

持続時間を比較したところ、ラミニン上においてグリップフェーズの持続時間

がポリリジン上と比べて長い傾向が見られたが、有意差は無かった (図 6C)。続

いて、スリップとグリップの両フェーズを含めた L1-CAM halotagの逆行性移動

速度を算出した。ポリリジン上のフィロポディアにおいて、この L1-CAM halotag

の逆行性移動速度は、3.4 ± 0.2μm/min (mean ± SE, n = 235)であった。一方で、ラ

ミニン上のフィロポディアにおいて、L1-CAM halotagの逆行性移動速度は、0.9 

± 0.1μm/min (mean ± SE, n = 268)であった (図 6D)。ポリリジン上と比べて、ラミ

ニン上の成長円錐において、その速度は有意に遅かった。このことから、L1-CAM

は逆行性に移動している間に、ポリリジンよりも、ラミニン上でグリップを強め

ることが示唆された。 

Shootin1a は成長円錐において L1-CAM と相互作用し、突起伸長を促進する

(Shimada et al., 2008)。ラミニン上の成長円錐において、アクチン線維、Shootin1a

の逆行性移動速度はポリリジン上のものと比べて、遅かった。これは、アクチン

線維、Shootin1aが相互作用する L1-CAMが、ラミニン上に固定されることで生

じたと考えられる。よって、ラミニンによる走触性制御を介した軸索ガイダンス

において L1-CAM とラミニン間の連結が重要な役割を担っていることが示唆さ

れた。 

 

7) 同一の成長円錐において、L1-CAM はポリリジンと比べてラミニン上でグリ

ップを強める 

続いて、同一の成長円錐において、ポリリジン、ラミニン各基質によって、L1-

CAMの逆行性移動の動態が変化するか解析するため、ラミニンとポリリジンの

境界に位置した成長円錐における L1-CAM halotagの逆行性移動の動態を解析し

た。ポリリジン上のフィロポディアにおいて、L1-CAM halotag のスリップフェ

ーズの割合は 78%であり、一方、グリップフェーズの割合は 22%であった (図

7B、n = 741フェーズ)。ラミニン上のフィロポディアにおいては、L1-CAM halotag

のスリップフェーズの割合は 47%であり、グリップフェーズの割合は 53%であ

った (図 7B、n = 900フェーズ)。ポリリジン上と比べて、ラミニン上のフィロポ

ディアにおいて、L1-CAMのスリップフェーズの割合が小さく、グリップフェー
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ズの割合が有意に大きかった。次に、グリップとスリップの両フェーズを含めた

L1-CAM 逆行性移動速度を算出した。ポリリジン上のフィロポディアでは、L1-

CAM逆行性移動速度は、3 ± 0.38 μm/min (mean ± SE, n = 159)であり、ラミニン

上のフィロポディアでは、1.1 ± 0.19 μm/min (mean ± SE, n = 175)であった (図 7C)。

ポリリジン上のフィロポディアにおける L1-CAM 逆行性移動速度と比較して、

ラミニン上のフィロポディアにおいて、L1-CAM 逆行性移動速度は有意に遅か

った。このことから、同一成長円錐においても、L1-CAMは、ポリリジンと比べ

て、ラミニン上でグリップを強めることが示唆された。 

 

8) 牽引力発生時に生じる分子間の滑りは、主に L1-CAM と細胞外基質ラミニ

ン間で生じる 

細胞接着分子インテグリンは、成長円錐においてラミニンと相互作用し、移動

するための牽引力を生み出すことが知られている (Myers et al, 2011)。インテグ

リンは、ラミニン上において強く固定され動かないが、アクチン線維は逆行性に

移動することから、細胞内において、アクチン線維とインテグリンの間に滑りが

生じていることが示唆されている (Nichol et al, 2016)。 

L1-CAM から構成される牽引力制御機構においては、アクチン線維からラミ

ニン基質間のどの分子間で滑りが生じているか、実体は明らかではない。そこで、

L1-CAM を介した牽引力制御機構において、アクチン線維からラミニン基質間

のどの分子間で滑りが生じているか解析するために、ポリリジンとラミニン上

の成長円錐において、L1-CAM halotag と EGFP-actin を同時励起し TIRF を用い

て両分子の逆行性移動を観察した。その結果、ポリリジン上において、L1-CAM 

halotagの逆行性移動速度は 4.2 ± 0.31 μm/min (mean ± SE, n = 58)、EGFP-actinの

逆行性移動速度は 4.5 ± 0.3 μm/min (mean ± SE, n = 51)であり、はほぼ同じ速度で

移動していた (図 8A, C)。また、ラミニン上においても同様に、L1-CAM halotag

の逆行性移動速度は 1.6 ± 0.1 μm/min (mean ± SE, n = 121)、EGFP-actinの逆行性

移動速度は 2.2 ± 0.4 μm/min (mean ± SE, n = 88)であり、ほぼ同じ速度であった 

(図 8B, C)。更に、ポリリジン上の L1-CAM halotag、EGFP-actinの逆行性移動速

度とラミニン上の L1-CAM halotag、EGFP-actin の逆行性移動速度を比較したと

ころ、ラミニン上において L1-CAM halotag、EGFP-actin の逆行性移動速度は有

意に遅かった (図 8C)。以上のことから、L1-CAMから構成される牽引力制御機

構における、アクチン線維からラミニン基質間で生じると考えられる分子間の

滑りは、主に L1-CAMとラミニン間で生じることが示唆された。 
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9) Shootin1a を介した牽引力制御システムは、ラミニンに誘導される軸索形成

に関与する 

本研究において、ポリリジン上と比較して、ラミニン上の成長円錐では、成長

円錐の生み出す牽引力が強められていることが示唆された (図 4)。そこで、ラミ

ニン上の成長円錐における Shootin1aの生み出す牽引力の増強が軸索形成に関与

するか解析するために、本研究室において構築された軸索形成の数理モデル 

(Toriyama et al., 2010)を用いて、シミュレーションを行った。シミュレーション

の為に、牽引力顕微鏡で定量したラミニン、ポリリジン上の成長円錐の生み出す

牽引力の値 (図 4D)を用いて、Shootin1a の生み出す牽引力の効果の最大値を制

御するパラメーターαsを推定した。 

まず、コントロールとして、ラミニン、ポリリジン上の成長円錐において、同

じ牽引力を示すようにシミュレーションを行った。すると、ラミニン、ポリリジ

ン上に軸索を形成した神経細胞はほぼ同じ割合だった (図 9C、n = 150)。一方、

定量データに基づいて、ポリリジン上の成長円錐と比べてラミニン上の成長円

錐において Shootin1a を介して生み出される牽引力を強めたところ、98%の神経

細胞がラミニン方向へ有意に軸索を形成した (図 9D、n = 150)。このことから、

Shootin1a を介した牽引力制御システムは、ラミニンに誘導される軸索形成に関

与することが示唆された。 

 

10) ヒト L1症候群患者で新規に同定された ΔT273 L1-CAM 変異により、野生型

L1-CAM と比べて、ΔT273 L1-CAM とラミニン間の相互作用が減少する (馬

場健太郎博士との共同実験) 

これまでの結果から、ラミニンによる走触性制御を介した軸索ガイダンスに

おいて、L1-CAMとラミニン間の連結が重要な役割を担うことが示唆された (図

6,7 参考資料 1)。一方で、L1-CAM における遺伝子変異は、L1 症候群と呼ばれ

る軸索ガイダンス異常を伴う神経疾患を引き起こす。L1 症候群を発症したヒト

21 週令胎児において、L1-CAM の 273 番目のスレオニンの欠損 (ΔT273)が報告

された (Yamasaki et al, 2011 ; itoh et al, 2015) (図 10A)。ヒト L1症候群患者では、

軸索ガイダンス異常が観察されることから、野生型 L1-CAM と比較して、L1-

CAM の ΔT273変異により、ΔT273 L1-CAMとラミニン間の相互作用が減少して

いる可能性が考えられる。 

そこで、L1-CAMとラミニン間の結合量の変化を解析するために、L-CAM細

胞外ドメイン (L1-CAM-WT-ECD)もしくは ΔT273 L1-CAM 細胞外ドメイン 

(ΔT273 L1-CAM-ECD)を発現するベクターを作製し、HEK293T 細胞を用いて各

分子を発現させた。発現させた各分子のタンパク質を回収後、精製し、ラミニン

との in vitro 結合解析を行った。その結果、L1-CAM-WT-ECDと比べて、ΔT273 
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L1-CAM-ECD とラミニン間の結合量は、調べた全てのラミニン濃度 (0, 10, 50, 

100, 500 nM)において減少を示した (図 10B, C)。以上の結果から、L1-CAM の

273 番目のスレオニン(T)の欠失は、L1-CAM とラミニン間の相互作用を減少さ

せることがわかった。なお、以前に報告があるように (Timpl et al., 1979)、ラミ

ニンは 220 kDaと 440 kDaの二つのバンドから構成されていた (図 10B)。 

 

11) ヒト L1 症候群患者で新規に同定された ΔT273 L1-CAM 変異体のラミニン

上におけるグリップは低下する 

野生型 L1-CAMと比較して ΔT273 L1-CAMとラミニン間の相互作用が減少を

示した (図 10)。そのため、ΔT273 L1-CAMの逆行性移動の過程において、ラミ

ニン上における ΔT273 L1-CAMのグリップ力が低下し、ΔT273 L1-CAMのグリ

ップフェーズとスリップフェーズの割合及び逆行性移動速度が変化する可能性

が考えられる。 

そこで、ラミニン上における野生型 L1-CAM と ΔT273 L1-CAMの逆行性移動

動態を比較するため、ラミニン上の成長円錐において、野生型 L1-CAM 及び

ΔT273 L1-CAM 変異体の逆行性移動を観察した。L1-CAM の逆行性移動の観察

に先立ち、L1-CAM wild type refractory #1 EGFP、ΔT273 L1-CAM refractory #1 EGFP

を作成し、HEK293T 細胞を用いて、発現解析を行った。作製した各種 L1-CAM

は、ウエスタンブロットにより、250kDa 付近に二本のバンドとして、検出され

た (図 11A)。更に、HEK293T 細胞における各種 L1-CAMの発現部位を解析した

ところ、細胞膜にその発現が観察された (図 11B, C)。 

次に、全反射顕微鏡を用いて、ラミニン上の成長円錐における L1-CAM wild 

type refractory #1 halotag、ΔT273 L1-CAM refractory #1 halotag の計測を行い、各種

L1-CAM halotag のグリップとスリップフェーズの割合を解析した。なお、L1-

CAMはホモフィリックに結合するため、内在性の L1-CAMが遺伝子導入した各

種 L1-CAMの逆行性移動に影響を与える可能性が考えられた。そこで、L1-CAM 

wild type refractory #1 halotagもしくは ΔT273 L1-CAM refractory #1 halotag の遺伝

子導入と同時に、L1-CAM miRNA#1を導入し、内在性の L1-CAMの発現を抑制

した。その結果、ラミニン上の成長円錐において、L1-CAM wild type refractory #1 

halotag のスリップフェーズの割合は 43%であり、グリップフェーズの割合は

57%であった (図 12A, B n = 1641フェーズ)。一方、ラミニン上における ΔT273 

L1-CAM refractory #1 halotagのスリップフェーズの割合は 80%であり、グリップ

フェーズの割合は 20%であった (図 12A, B n = 890フェーズ)。L1-CAM wild type 

refractory #1 halotag と比べて、ΔT273 L1-CAM refractory #1 halotag では、ラミニ

ン上においてスリップフェーズの割合が大きく、グリップフェーズの割合が有

意に小さかった。また、L1-CAMのグリップフェーズとスリップフェーズの持続
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時間を解析したところ、ラミニン上において L1-CAM wild type refractory #1 

halotagと比べて ΔT273 L1-CAM refractory #1 halotag のグリップフェーズの持続

時間が有意に短かった (図 13)。更に、各種 L1-CAM分子のスリップ、グリップ

全てのフェーズを含めて逆行性移動速度を解析した。その結果、L1-CAM wild 

type refractory #1 halotag の逆行性移動速度は 1.5 ± 0.3 μm/min (mean ± SE, n = 252)

であった。一方、ΔT273 L1-CAM refractory #1 halotagの逆行性移動速度は、3.2 ± 

0.3 μm/min (mean ± SE, n = 203)であり、L1-CAM wild type refractory #1 halotag の

逆行性移動速度と比べて、有意に速かった (図 12C)。以上の結果から、L1-CAM

の 273 番目のスレオニンの欠失により、ラミニン上の成長円錐において ΔT273 

L1-CAMのグリップが低下することが示唆された。 

 

12) ΔT273 L1-CAM 変異により Shootin1aの逆行性移動速度は速まる 

L1-CAM の 273 番目のスレオニンの欠失により、ΔT273 L1-CAM の逆行性移

動速度が速まった (図 12C)。そのため ΔT273 L1-CAMの逆行性移動速度の上昇

に伴い、Shootin1aの逆行性移動速度も速まる可能性がある。そこで、ΔT273 L1-

CAM 発現時における Shootin1a の逆行性移動速度の変化を解析するため、ラミ

ニン上の ΔT273 L1-CAM refractory#1 halotagを発現する神経細胞の成長円錐にお

ける EGFP-shootin1aの逆行性移動をライブイメージング法により解析した。 

ラミニン上の L1-CAM wild type refractory#1 halotag を発現させた神経細胞にお

ける EGFP-shootin1aの逆行性移動速度は 1.8 ± 0.3 μm/min (mean ± SE)であった。

これは、ラミニン上におけるEGFP-shootin1aのみを発現させた神経細胞のEGFP-

shootin1a の逆行性移動速度と近い速度であった (図 5D, 12D)。一方で、ラミニ

ン上における ΔT273 L1-CAM refractory#1 halotag を発現させた神経細胞における

EGFP-shootin1a の逆行性移動速度は、4.2 ± 0.4 μm/min (mean ± SE)であり、L1-

CAM wild type refractory#1 halotag を発現させた場合と比べて、有意に速かった 

(図 12D)。また、ラミニン上における ΔT273 L1-CAM refractory#1 halotag を発現

させた神経細胞における EGFP-shootin1a の逆行性移動速度は、ポリリジン上に

おける EGFP-shootin1a の逆行性移動速度と近かった (図 5D, 12D)。以上の結果

から、ラミニンによる走触性を介した軸索ガイダンスの抑制における ΔT273 L1-

CAMの機能に、Shootin1aが関与することが示唆された。 

 

13) ΔT273 L1-CAM 変異によりラミニン上の成長円錐における牽引力は減少す

る 

ラミニン上における ΔT273 L1-CAMの逆行性移動速度は、野生型 L1-CAMの

逆行性移動速度と比較して速まっていた (図 12C)。更に、ポリリジン上と比較

して、ラミニン上におけるΔT273 L1-CAMのグリップフェーズの割合は小さく、
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スリップフェーズの割合は大きかった (図 12B)。以上の結果から、ラミニン上

の成長円錐直下で発生する牽引力は、ΔT273 L1-CAM 変異により減少を示す可

能性がある。そこで、ラミニン上において、ΔT273 L1-CAM変異による神経細胞

の成長円錐における牽引力の変化を解析するために、ラミニン上の L1-CAM wild 

type refractory #1 EGFP もしくは ΔT273 L1-CAM refractory #1 EGFP を発現させた

神経細胞の成長円錐において、牽引力を定量した。その結果、L1-CAM wild type 

refractory #1 EGFP を発現した成長円錐と比較して、ΔT273 L1-CAM refractory #1 

EGFP を発現した成長円錐の生み出す牽引力は減少を示した (図 14 A)。以上の

結果から、ΔT273 L1-CAM変異により、成長円錐の生み出す牽引力は減少するこ

とが示唆された。 

 

◆ ΔT273 L1-CAM 変異により、ラミニンによる走触性制御を介した軸索ガイダ

ンスが抑制される 

ΔT273 L1-CAM 変異により、成長円錐の生み出す牽引力が低下を示した (図

14)。そのため、ΔT273 L1-CAM変異は、ラミニンによる走触性制御を介した軸

索ガイダンスを抑制する可能性が考えられた。そこで、ΔT273 L1-CAM変異のラ

ミニンによる走触性制御を介した軸索ガイダンスへの影響を、六角形状のラミ

ニンマイクロパターン基質を用いて解析した。 

その結果、L1-CAM wild type refractory #1 EGFP を発現させた神経細胞では、

ラミニン上の軸索の長さの割合が 77%を示した (参考資料 4A, B)。一方で、ΔT273 

L1-CAM refractory #1 EGFPを発現させた神経細胞では、その割合は 59%であり、

ラミニン上の軸索の長さの割合は減少を示した (参考資料 4A, B)。以上のことか

ら、ΔT273 L1-CAM 発現はラミニンによる走触性制御を介した軸索ガイダンス

を抑制することが示唆された。 

 

14) ΔT273 L1-CAM 変異により、ラミニン/ポリリジン境界におけるラミニンに

よる走触性制御を介した軸索ガイダンスが抑制される 

六角形状のラミニンのマイクロパターン基質を用いた軸索ガイダンス解析 

(参考資料 1-4, 図 3)では、細胞を固定しているため、成長円錐がラミニン/ポリ

リジン境界において、どの程度ラミニン依存的にガイダンス制御を受けている

かは分からなかった。更に、ラミニン/ポリリジン境界において、ΔT273 L1-CAM

変異により、どれほどラミニンを介した軸索ガイダンスが抑制されるかは不明

であった。そこで、ラミニン/ポリリジン境界におけるラミニンによる走触性制

御を介した軸索ガイダンス効果、及びその境界における Δ273 L1-CAM変異の軸

索ガイダンスへの影響を解析するため、ラミニン/ポリリジン境界における野生

型 L1-CAMもしくは ΔT273 L1-CAMを発現する神経細胞の成長円錐の挙動をラ
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イブイメージング法により解析した。 

まず、ラミニン側に位置する L1-CAM wild type refractory #1 EGFP を発現させ

た神経細胞の成長円錐では、77%の成長円錐がラミニン/ポリリジン境界におい

て、ポリリジン側へ行かずにラミニン上を移動した (図 15A)。一方で、ΔT273 L1-

CAM refractory #1 EGFP を発現させた神経細胞では、ラミニン/ポリリジン境界

において、ラミニン上を移動した成長円錐の割合が 40%へ減少し、多くの成長

円錐はポリリジン側へと移動した (図 15A)。続いて、ポリリジン側に位置する

成長円錐のラミニン/ポリリジン境界における挙動を解析したところ、L1-CAM 

wild type refractory #1 EGFP と ΔT273 L1-CAM refractory #1 EGFP をそれぞれ発現

させた場合において、殆どの成長円錐がラミニン上へ移動した (図 15B)。 

以上のことから、ΔT273 L1-CAM変異は、ラミニンを介した軸索ガイダンスを

抑制することが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

33



34 

 

＜考察＞ 

 

1) ラミニンによる走触性制御を介した軸索ガイダンスのメカニズムについて 

ラミニンは、成長円錐に局在するインテグリンを介して、FAK を活性化し、

Cdc42、Rac1 GTPaseによるアクチン重合を促進することで軸索伸長を促進する

という報告がある (Weston et al., 2000 ; Myers et al, 2012)。更に、ラミニンはミオ

シン IIの活性化を促進する可能性が示唆されている (Turney et al, 2005)。ラミニ

ンと相互作用する L1-CAM は、細胞内にシグナルを伝え Rac1 GTPase を活性化

する (Maness et al, 2007)。成長円錐先端のアクチン線維のプラス端において、ア

クチンモノマーが重合すると、アクチン線維が細胞膜を強く押し出す。細胞膜の

収縮する性質によって、細胞膜が押し出され伸長すると張力が高まり、アクチン

線維は成長円錐の先導端と反対側へ押し戻され、アクチン線維の逆行性移動が

生じる。アクチン重合が促進されると、細胞膜の張力が更に高まることで、アク

チン線維が強く押し返され、アクチン線維の逆行性移動速度が速まると考えら

れる (図 16A) (Michison. T et al, 1988)。このことから、ラミニン上の成長円錐に

おいて、シグナル伝達を介したアクチン重合の促進により、アクチン線維の逆行

性移動速度が上昇するというモデルが提唱された。しかしながら、ポリリジン上

と比較して、ラミニン上の成長円錐において、アクチン線維の逆行性移動速度は、

有意に遅かった (図 5A, B, 16C)。更に、ポリリジン上と比較して、ラミニン上の

成長円錐において、アクチン線維と連結する L1-CAM の逆行性移動速度も、有

意に遅かった (図 6A, D, 16C)。これらの結果から、ラミニンによる走触性制御

において、ラミニンを介したアクチン重合の促進が主要なメカニズムとして働

いているのではないと考えられる。 

一方で、Netrin は Cdc42、Rac1 GTPase を介して Pak1 を活性化し、Shootin1a

のリン酸化を促進する (Toriyama et al., 2013)。Shootin1a のリン酸化により、

Shootin1a と Cortactin間の結合が強まり、アクチン線維と L1-CAM間の連結が強

化される (Kubo et al., 2015)。ラミニンによって Cdc42、Rac1 GTPase が活性化さ

れるという報告を考慮すると、シグナル伝達により Pak1 を介した Shootin1a の

リン酸化が上昇し、リン酸化 Shootin1aを介したアクチン線維と L1-CAMの連結

が強化されるというモデルも想定された (図 16B)。Shootin1aのリン酸化により、

アクチン線維と L1-CAM間の連結が強化されると、アクチン線維と L1-CAM間

で生じる滑りが減少し、L1-CAM がアクチン線維の逆行性移動と強く相互作用

することで、L1-CAMの逆行性移動速度が速まると考えられる。一方で、L1-CAM

との相互作用が増加したアクチン線維は、L1-CAM と基質間にかかる抵抗によ

り、その逆行性移動速度が減少すると考えられた (図 16B)。しかしながら、本研
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究の結果から、ポリリジン上と比べて、ラミニン上の成長円錐における L1-CAM

とアクチン線維の逆行性移動速度が減少することがわかった (図 5A, B, 6A, D, 

16C)。よって、ラミニンによるアクチン線維と L1-CAM 間の連結の強化が主要

なメカニズムとは考えられない。 

細胞外において、L1-CAMとラミニン間の連結が強まると、L1-CAMがラミニ

ン上に固定され、強い牽引力を生み出すというモデルが考えられる。このモデル

では、L1-CAM と相互作用するアクチン線維の逆行性移動速度が減少する。更

に、L1-CAMはラミニン上に固定されることから、L1-CAMの逆行性移動速度は

減少すると考えられる (図 16C)。本研究の結果から、ラミニン上の成長円錐に

おいて、アクチン線維、L1-CAMの逆行性移動速度が減少を示したことから (図

5A, B, 6D, 16B)、L1-CAMとラミニン間の連結による牽引力の発生が、ラミニン

による走触性制御において、重要な役割を担うと考えられる。 

 

2) L1-CAM とラミニン間の連結と滑りを介した軸索ガイダンスメカニズムの

新規性について 

これまで細胞接着分子 L1-CAM と細胞外基質ラミニン間の相互作用時におけ

る、L1-CAMの分子動態は明らかではなかった。そこで、ポリリジン、ラミニン

上の成長円錐における L1-CAM の逆行性移動過程における動態を解析したとこ

ろ、各基質上の成長円錐において、L1-CAMはグリップとスリップを繰り返して

いることが明らかとなった (図 6A)。L1-CAMは逆行性に移動しており、停止し

た後に、再度、動き出すという特徴的な分子動態を示す (図 6A)。更に、L1-CAM

がグリップしているフェーズとスリップしているフェーズの割合を解析したと

ころ、ポリリジン上と比べて、ラミニン上において、L1-CAMがグリップしてい

るフェーズの割合が増加し、スリップしているフェーズの割合が減少を示した 

(図 6B)。このことから、ラミニンによる走触性制御を介した軸索ガイダンスに

おいて、L1-CAM とラミニン間の連結と滑りが重要な役割を担うことが示唆さ

れた。これまで移動性細胞では、細胞接着分子インテグリンによって構成される

接着斑が牽引力を生み出し、細胞移動を促進していることが示唆されていた 

(Gardel et al., 2010)。成長円錐においては、接着斑は point contact と呼ばれる。成

長円錐において、point contact は停止しており、逆行性には動かずに、アクチン

線維の逆行性移動と相互作用して、牽引力を生み出すと考えられている (Nichol 

et al., 2016)。一方、本研究から、細胞接着分子である L1-CAMが逆行性に動く過

程で、グリップとスリップを頻繁に繰り返しながら成長円錐が移動するための

推進力を得ていることがわかった。更に、L1-CAM halotagと EGFP-actinの逆行

性移動の同時励起イメージングにより L1-CAM halotagと EGFP-actinはほぼ同じ

速度で逆行性移動することが分かった (図 8A, B, C)。またポリリジン上と比較
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して、ラミニン上において L1-CAM halotagと EGFP-actinの逆行性移動速度は減

少した。L1-CAM halotagと EGFP-actinの逆行性移動速度がラミニン基質上で減

少し、両分子のその速度はほぼ同じである事を考慮すると、アクチン線維と L1-

CAMの間は強固に連結しており、L1-CAMとラミニン間で頻繁に滑りが生じて

いると考えられる。このことから、L1-CAM、Shootin1a および Cortactin から構

成される牽引力制御機構は、アクチン線維との間で滑りが生じるインテグリン

から構成される牽引力制御機構とは異なる、牽引力制御システムであることが

示唆された。 

L1-CAM は逆行性に移動する過程でラミニンと相互作用すること、またラミ

ニン上において成長円錐は強い牽引力を生み出すことから、L1-CAMは、細胞外

基質を認識するケモセンサーとして、また牽引力を生み出すメカノインデュー

サーとして機能していると考えられる。本研究で明らかとなった L1-CAM のラ

ミニン基質上におけるグリップとスリップを介した牽引力の制御機構は、これ

までに報告のない新たなメカニズムであり、走触性を介した細胞移動及び軸索

ガイダンスの理解促進の一助となると期待される。 

 

3) ΔT273 L1-CAM 変異による L1 症候群発症メカニズム 

L1-CAM における T273 の欠失は、L1 症候群を発症した胎児において同定さ

れた (Yamasaki et al., 2011 ; Itoh et al, 2015)。T273が欠失した L1-CAM を持つ胎

児は、21週齢で死亡している。よって、T273 の欠失は正常な L1-CAM機能に重

篤な異常をもたらす変異であると考えられる。L1-CAM とラミニン間の相互作

用部位は明らかではないが、T273欠失により L1-CAMとラミニン間の相互作用

が減少したことから(図 10A, B, C)、T273が位置する 3番目の Ig likeドメインは

ラミニンとの相互作用に関与している可能性が高い。 

本研究において、ΔT273 L1-CAMは L1-CAM wild typeと比べて、ラミニン上

の成長円錐において、グリップするフェーズの割合が減少し、スリップするフェ

ーズの割合が有為に上昇を示した (図 12A, B)。更に、ΔT273 L1-CAMの逆行性

移動速度は、L1-CAM wild typeと比べて、速かった (図 12C)。また、ΔT273 L1-

CAMを発現させた神経細胞の成長円錐において、ラミニン上における牽引力は

低下を示した (図 14)。以上の結果から、ΔT273 L1-CAM変異により、成長円錐

とラミニン基質間の接着力が低下することが示唆される。続いて、六角形状のラ

ミニンのマイクロパターニング基質を用いて、ラミニンによる走触性制御を介

した軸索ガイダンスにおける ΔT273 L1-CAM 変異の影響を解析したところ、

ΔT273 L1-CAM 発現によりラミニンを介した軸索ガイダンスが抑制された (参

考資料 4A, B)。また、ラミニン/ポリリジン境界に位置した成長円錐における

ΔT273 L1-CAM発現の効果を解析したところ、ラミニン側に位置した ΔT273 L1-
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CAMを発現させた多くの神経細胞の成長円錐は、ラミニン/ポリリジン境界にお

いて、ラミニン上を移動せずに、ラミニンからポリリジン側へ移動した (図 15A)。

以上の結果から、L1-CAM とラミニン間の相互作用を介した走触性制御の破綻

による軸索ガイダンス異常が、L1 症候群の発症原因となっている可能性が考え

られる。 

L1 症候群の症状の一つに半身麻痺があるが、半身麻痺になる原因として、大

脳皮質と脊髄の接続異常が考えられる。大脳皮質から脊髄へ向かう軸索は、後脳

と脊髄の境界において、腹側から背側へと方向転換し、舌下神経核を迂回して脊

髄へと移動する。しかしながら、L1-CAMノックアウトマウスでは、一部は正常

な経路をたどるが、多くの軸索は背側ヘ方向転換できずに、反対側の錐体へ移動

する (Cohen et al., 1998)。このような脊髄錐体交叉異常は、L1-CAMの細胞外基

質上におけるグリップとスリップを介した走触性制御の破綻により、軸索成長

円錐が本来の経路を辿れず、目的地を見失ってしまったことが原因として考え

られる。 

L1症候群患者の L1-CAMに見られる変異は、分子内部の疎水性アミノ酸から

親水性アミノ酸への置換による電気的かつ立体的な歪みなどの要因により、L1-

CAMの構造に影響を与えると考えられている。一方で、分子表面の親水性領域

のサイズと形状の変化などによって、L1-CAM 分子の表面特性に影響を与える

と考えられている変異もある (Bateman et al., 1996)。今後、ΔT273 L1-CAMとラ

ミニン間の相互作用を構造レベルで解析することで、L1-CAM を介した走触性

制御の詳細な理解が得られると期待できる。 

 

4) 結論 

これまで、ラミニン依存的に軸索伸長及びガイダンスが生じることが報告さ

れていたが、その走触性の分子メカニズムの理解は進んでいなかった。本研究の

結果から、成長円錐に局在する L1-CAM が、ポリリジンと比較して、ラミニン

と強く連結することで、成長円錐の生み出す牽引力を強め、走触性を介した軸索

ガイダンスに関与していることが示唆された 。更に、成長円錐 L1-CAMのラミ

ニン上におけるグリップの低下が、L1 症候群の発症原因のひとつであることが

示唆された。 

今後、野生型 L1-CAM及び ΔT273 L1-CAMとラミニン間の相互作用を構造レ

ベルで明らかにすることで、L1 症候群の発症のメカニズム及び、L1-CAM とラ

ミニン間の相互作用を介した軸索ガイダンスのメカニズムの理解をより深めら

れると考えられる。 
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5) 参考資料 

資料 1 : マイクロパターン化したラミニンによる軸索ガイダンス機構 

資料 2 : ミオシンⅡ阻害時のラミニン上における軸索ガイダンス異常 

資料 3 : アクチン重合阻害時のラミニン上における軸索ガイダンス異常 

資料 4 : ΔT273 L1-CAM発現によるラミニン上における軸索ガイダンス異常 
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図1. ラミニン上における軸索伸長機構のモデル
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図2. ラミニンに誘導される軸索形成におけるShootin1 miRNAの阻害効果

(A), (B), (C) ラミニンに誘導される軸索形成におけるControl miRNA, Shootin1

miRNA #1, Shootin1 miRNA #2の影響を示す。青 : ラミニン領域、黒 : ポリリ
ジン領域、赤 : CFP、緑 : Shootin1、破線 : ラミニンとポリリジン基質の境界、
矢印 :軸索、矢頭 :マイナープロセス (D)ラミニンに誘導される軸索形成にお
けるControl miRNA, Shootin1 miRNA #1, Shootin1 miRNA #2の効果を示す。
(***, p < 0.01, Student’s t-test) Bars: 50μm
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図3. Shootin1a とCortactin間の連結阻害による軸索ガイダンスへの影響

(A) Myc-NES-GST、Myc-NES-Shootin1aドミナントネガティブ変異体 (DN) (261-377)を発

現させた神経細胞の六角形状のラミニンマイクロパターン基質上における軸索ガイダン
スを示す。緑 : 抗myc抗体による染色 マゼンダ : ラミニン領域 (B) Myc-NES-GST、Myc-

NES-Shootin1a DN (261-377)を発現させた神経細胞のラミニン上における軸索の長さの割
合を示す。(***, p < 0.01, Student’s t-test) Bars: 50μm
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(A) ポリリジン上の成長円錐直下のビーズの変位を示す。(A1) 成長円錐直下
のビーズを示し、(A2) は成長円錐の領域と重ならない位置のビーズを示す
(コントロール)。青: 成長円錐で発現するGFPタンパク質 (成長円錐のマー
カー) 緑のビーズ : ビーズの初期位置 赤のビーズ : 変位後のビーズ位置
矢印 : ビーズの動く方向 牽引力の大きさの平均は、ヒートマップとして示
した。(B) ラミニン上の成長円錐が生み出す牽引力を示す。(C) 各基質上の成
長円錐が生み出す牽引力のベクトルの向きを示す。(D) ポリリジン及びラミ
ニン上の成長円錐の生み出す牽引力の大きさの平均を示す。(ns: 有意差なし,

*, p < 0.05, Student’s t-test) Bars: 5μm
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図4. ポリリジン及びラミニン上の成長円錐が生み出す牽引力の定量
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mRFP-actinA On polylysine On laminin

EGFP-Shootin1aC On polylysine On laminin D

B

EGFP-shootin1a

図5. ポリリジン及びラミニン上の成長円錐におけるmRFP-actin、EGFP-shootin1a

の逆行性移動速度の解析

(A) ポリリジン、ラミニン各基質上の成長円錐におけるmRFP-actinの逆行性
移動を示す。黄色の破線 : mRFP-actinの逆行性移動の軌道 (B)各基質上の成
長円錐における線維状アクチンの逆行性移動速度 (μm/min)を示す。(C) 各基
質上の成長円錐におけるEGFP-shootin1aの逆行性移動を示す。黄色の破線 :

EGFP-shootin1aの逆行性移動の軌道 (D) 各基質上の成長円錐におけるEGFP-

shootin1aの逆行性移動速度 (μm/min)を示す。(***, p < 0.01, Student’s t-test)

Bars: 5μm
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図6. ポリリジン及びラミニン上の成長円錐におけるL1-CAM halotagの逆行性移動動態の解析

(A) ポリリジン及びラミニン上の成長円錐におけるL1-CAM halotagの逆行性移
動を示す。ピンクの破線 : グリップフェーズ 水色の破線 : スリップフェーズ
(B) L1-CAM halotagのグリップフェーズとスリップフェーズの割合を示す。(C)

各基質上におけるL1-CAM halotagのグリップフェーズとスリップフェーズの持
続時間を示す。(D) 各基質上におけるグリップとスリップの両フェーズを含め
たL1-CAM halotagの逆行性移動速度 (μm/min)を示す。(***, p < 0.01, Student’s t-

test, ns:有意差なし) Bars: 5μm
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CB

図7. ラミニン/ポリリジン境界上の同一の成長円錐におけるL1-CAMの逆行性移動動態の解析

(A) ラミニン/ポリリジン境界上の成長円錐のフィロポディアにおけるL1-

CAM halotagの逆行性移動を示す。緑 : L1-CAM halotag、マゼンダ : ラミニン
領域、黒 : ポリリジン領域 (A1) ラミニン上のフィロポディアにおけるL1-

CAMの分子動態 (A2) ポリリジン上のフィロポディアにおけるL1-CAMの分
子動態 ピンクの破線 : グリップフェーズ、水色の破線 : スリップフェーズ
(B) L1-CAM halotagの逆行性移動過程におけるグリップとスリップフェーズ
の割合を示す。 (C) 各基質上の成長円錐におけるグリップとスリップの両
フェーズを含めたL1-CAM halotagの逆行性移動速度を示す。(**, p < 0.02,

Student’s t-test) Bar: 5μm
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図8. L1-CAM-halotagとEGFP-actinの同時励起イメージングによる逆行性移動速度の比較解析

(A) L1-CAM-halotagとEGFP-actinを共発現させた神経細胞の成長円錐におけるポリリジン
上の各分子の逆行性移動を示す。黄色の破線 : L1-CAM-halotag、EGFP-actinの逆行性移動
の軌道 (B) L1-CAM-halotagとEGFP-actinを共発現させた神経細胞の成長円錐におけるラ
ミニン上の各分子の逆行性移動を示す。 黄色線 : 各分子の逆行性移動の軌道 (C) ポリ
リジン、ラミニン各基質におけるL1-CAM HalotagとEGFP-actinの逆行性移動速度を示す。
白色 : ポリリジン上の各分子の逆行性移動速度 水色 : ラミニン上における各分子の逆
行性移動速度 (***, P < 0.01; ns: 有意差なし, one-way ANOVA with Schaffer’s post hoc test)

Bars: 5μm
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図9. 軸索形成の数理モデルを用いたラミニンに誘導される軸索形成のシミュレーション解析

(A), (B) ラミニン/ポリリジン ストライプ基質上の神経細胞における軸索形成

のシミュレーションのイメージ図を示す。神経細胞体はポリリジンとラミニ
ンの境界上に位置させた。青 : ラミニン領域、白 : ポリリジン領域、MP1-4 :

1から4番目のマイナープロセス 赤丸:ラミニン上の成長円錐における牽引
力の増強 (C) ポリリジン、ラミニン上の各成長円錐において、同じαs値
(1.306)を用いて行ったシミュレーション結果を示す。D. ポリリジン、ラミニ
ン上の各成長円錐において、それぞれ推定したαs値 (ラミニン : 5.1003、ポリ
リジン : 1.3062)を用いて行ったシミュレーション結果を示す。(***, p < 0.01,

ns:有意差なし, χ2 test)
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図10. ΔT273 L1-CAMとラミニン間の相互作用解析

(A) L1-CAMの二次構造とL1-CAMの273番目のスレオニンの位置関係を示す。
Ig likeドメインは免疫グロブリン様ドメイン、FN3ドメインはファイブロネク
チンⅢ型ドメイン、TMは膜貫通領域 (Transmembrane領域)を示す。赤矢尻 :

ΔT273変異部位を示す。(B) 野生型L1-CAM細胞外ドメイン (L1-CAM wild type

ECD),もしくはΔT273 L1-CAM細胞外ドメイン (ΔT273 L1-CAM ECD)と結合し
たラミニン量の濃度依存的変化を示す。ラミニンは抗ラミニン抗体、L1-CAM-

ECDは抗FLAG抗体を用いて検出した。 (C) Bで示したL1-CAM wild type ECD,

もしくは ΔT273 L1-CAM-ECDと結合したラミニン量の違いを示す (ImageJを用
いて解析) 黒丸 : L1-CAM wild typeと結合した相対的なラミニン量 水色丸 :

ΔT273 L1-CAM-ECDと結合した相対的なラミニン量 (**, p < 0.02; ***, p < 0.01,

Student’s t-test)
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図11. HEK293T細胞における野生型L1-CAM及びΔT273 L1-CAMの発現解析

(A) L1-CAM wild type EGFP、L1-CAM wild type refractory #1 EGFP、DT273

L1-CAM refractory #1 EGFPの抗EGFP抗体を用いたウエスタンブロットによ
り検出されたバンドパターンを示す。上 : 各種L1-CAM EGFP 下 : アクチン
(B) HEK293T細胞におけるL1-CAM wild type refractory #1 EGFP、DT273 L1-

CAM refractory #1 EGFPの細胞膜における局在を示す。緑 : 各種L1-CAM

EGFP、青 : DAPI、Bars: 5μm

Non transfection Wild type
Wild type 

refractory#1

ΔT273 

refractory#1

Actin

L1-CAM EGFP

A

kD
250

37

L1-CAM-WT-EGFP L1-CAM-ΔT273-EGFPB C

57



図12. ヒトL1症候群患者で新たに同定された変異を持つΔT273 L1-CAMの分子動態の解析

(A) L1 miRNA #1により、内在性のL1-CAMをノックダウンしたラミニン上の神経細胞における
L1-CAM Wild type refractory #1 halotag、ΔT273 L1-CAM refractory #1 halotag一分子の動態を示す。
水色の破線 : スリップフェーズ、ピンクの破線 : グリップフェーズ (B) L1-CAM Wild type

refractory #1 halotag、 ΔT273 L1-CAM refractory #1 halotag一分子のスリップ及びグリップフェーズ
の時間の割合を示す。(D) L1-CAM Wild type refractory #1 halotagもしくはΔT273 L1-CAM refractory

#1 halotagを発現させた神経細胞のラミニン上におけるEGFP-shootin1aの逆行性移動速度を示す。
(*, p < 0.05, **, p < 0.02, ***, p < 0.01; one-way ANOVA with Schaffer’s post hoc test) Bars: 5μm
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図13. 各基質上における野生型L1-CAMとΔT273 L1-CAMの
グリップとスリップフェーズの持続時間の違い

(A) 各基質上における野生型L1-CAMとΔT273 L1-CAMのグリップとスリップフェーズの持続
時間の違いを示す。白: L1-CAM Wild type refractory #1 halotag、水色 : ΔT273 L1-CAM

refractory #1 halotag (***, P < 0.01; ns, 有意差なし; one-way ANOVA with Schaffer’s post hoc

test)
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図14. ΔT273 L1-CAM変異による牽引力の変化

(A) ΔT273 L1-CAM変異による成長円錐の生み出す牽引力の変化を示す。白色のグラフ:

L1-CAM wild type refractory #1 EGFPを発現する成長円錐の牽引力 水色のグラフ :

ΔT273 L1-CAM refractory #1 EGFPを発現する成長円錐の牽引力 (**, P < 0.02, Student’s

t-test)
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図15. ラミニン/ポリリジン境界における成長円錐の挙動とΔT273 L1-CAM変異の影響

(A) 野生型L1-CAM (WT)、ΔT273 L1-CAMを発現させた神経細胞のラミニン領域からポリリ
ジン領域に向かう成長円錐のラミニン/ポリリジン境界における挙動を示す。白矢印 : 成長
円錐 水色のグラフ : ラミニン上をターニングしてポリリジン側へ移動しなかった成長円
錐の割合、白色のグラフ :ラミニン側からポリリジン側へ移動した成長円錐の割合 (B)野生
型L1-CAM (WT)、ΔT273 L1-CAMを発現させた神経細胞のポリリジン側からラミニン側へ
向かう成長円錐のラミニン/ポリリジン境界における挙動を示す。白矢印 : 成長円錐、水色
のグラフ :ポリリジンからラミニン側へ移動した成長円錐の割合、白色のグラフ :ポリリジ
ン上をターニングしてラミニン側へ移動しなかった成長円錐の割合 (インターバル : 10min,

***, p < 0.01; ns,有意差なし, Student’s t-test) Bars : 10μm

61



図16. ラミニン/ポリリジン境界における軸索ガイダンス機構のモデル

(A) ラミニンによるアクチン重合の促進を介した軸索ガイダンスのモデルを示す。
(B) ラミニンによる線維状アクチンとL1-CAM間の連結の強化を介した軸索ガイダンスの
モデルを示す。

(C) ラミニンもしくはポリリジン上の成長円錐におけるF-actin、Shootin1aおよびL1-CAM

の予想される逆行性移動速度の変化と牽引力発生への影響及び本研究で得られたデー
タの傾向を示す。

Laminin–induced actin polymerization

or myosin II activation (A)

Laminin–induced F-actin–L1-CAM coupling (B)

Laminin–mediated L1-CAM–substrate coupling 

(differential grip and slip mechanism, Fig. 3E)

Present data (Fig. 2 and 3A-D)

F-actin flow        L1-CAM flow Traction force C

Shootin1a L1-CAMF-actin

B
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F-actin flow Traction force on the substrateL1-CAM flow
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Laminin–induced F-actin–L1-CAM coupling
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参考資料1. 六角形状にマイクロパターン化したラミニンによる軸索ガイダンス機構

(A) 六角形状にマイクロパターン化したラミニンによる軸索ガイダンスのライブ
イメージング 0 min: イメージング開始時間、870min: イメージング開始後870分、
ピンク: ラミニン領域、グレー: ポリリジン領域 (B) Shootin1 miRNA #1,#2 による
軸索ガイダンスの阻害効果を示す。(C) Cortactin miRNA #1, #2によるラミニン上
における軸索ガイダンスの阻害効果を示す。(D) L1-CAM miRNA #1, #2によるラ
ミニン上における軸索ガイダンスの阻害効果を示す。(***, p < 0.01, Student’s t-

test) Bars: 50μm

A 870 min0 min

Laminin

D L1-CAM RNAi
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参考資料2. ミオシンⅡ阻害時のラミニン上における軸索ガイダンス異常

B

(A) DMSO を添加した場合の六角形状にマイクロパターン化したラミニン上に
おける軸索ガイダンスを示す。(B) Blebbistatin (50, 100μM)を添加した場合の六
角形状にマイクロパターン化したラミニン上における軸索ガイダンスを示す。
(***, p < 0.01, Student’s t-test) Bars: 50μm
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参考資料3. アクチン重合阻害によるラミニン上における軸索ガイダンス異常

(A) DMSOを添加した場合の六角形状にマイクロパターン化したラミニン上
における軸索ガイダンスを示す。(B) Cytochalasin D 1μMを添加した場合のラ

ミニン上における軸索ガイダンスを示す。グラフの縦軸はラミニンと接触し
た軸索の長さの割合 (%)を示す。 (***, p < 0.01, Student’s t-test) Bars: 50μm
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B
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A

L1-CAM RNAi + WT L1-CAM RNAi + ΔT273

参考資料4. ΔT273 L1-CAM変異によるラミニン上における軸索ガイダンス異常

(A) 野生型L1-CAM (WT)、ΔT273 L1-CAMを発現させた神経細胞のラミニン上における軸索
ガイダンス異常を示す。(B) 野生型L1-CAM、ΔT273 L1-CAMを発現させた神経細胞のラミ
ニン上における軸索の長さの割合 (%)を示す。 (***, p < 0.01, Student’s t-test) Bars : 50μm
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